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LTi Cellules inductrice du tissu lymphoïdes 
LT-βR Récepteur aux lymphotoxines Beta 
MAVS Mitochondrial antiviral-signaling protein 
MCP Protéine Chemoattractante des Monocytes 
MDA5 Melanoma Differentiation-Associated protein 5 
MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 88 
NF-κB Facteur Nucléaire-kappa B 
NiV Virus Nipah 
NK Cellules Natural Killer 
NLR Ratio de Luminescence Normalisé 
NOS Nitric Oxide Synthase 
OMS Organisation Mondiale de la Santé 
PAMP Pathogène Associated Molecular Pattern 
PCA Test de Complémentation Protéique 
PCR Réaction en chaine par polymérase 
pDC Cellules dendritiques plasmacytoïdes 
PK/PD Pharmacocinétique / Pharmacodynamie 
PKR Protéine Kinase R 
PMD Domaine de Multimérisation de la protéine P 
PRR Pathogen Recognition Receptor 
qPCR PCR quantitative 
RAG Gène activant la recombinaison V-D-J 
RIG-I retinoic acid-inducible gene 1 
RLU Relative Luminescence Unit 
RT Transcription inverse 
SN Séroneutralisation 
SRAS Syndrome Respiratoire Aigu Sévère 
STAT Signal Transducers and Activators of Transcription 
TCR Récepteur des cellules T 
Th T helper 
TLR Toll-like Receptor 
TNF Tumor Necrosis Factor 
ufp Unité formant plage 




L’étude des maladies infectieuses émergentes et ré-émergentes constitue 
actuellement l’un des enjeux majeurs de santé publique mondiale. En effet, on estime que 
70% de ces maladies ont une origine zoonotique. Si l’on compte quelques réémergences 
bactériennes (Fièvre charbonneuse, Bacillus anthracis ; Leptospirose, Leptospira sp ; etc…) et 
parasitaires (Cryptosporidiose, Cryptosporidium sp. ; Anisakiase, Anisakis sp. ; etc…), les 
émergences virales représentent la majorité des maladies infectieuses ainsi qualifiées. Parmi 
celles-ci, on retrouve principalement des virus à ARN, provenant de familles à large spectre 
d’hôtes. Les virus Nipah et Hendra forment un cas assez particulier à cette règle. Classés 
dans un genre nouveau de la famille des Paramyxoviridae, ces deux Henipavirus (nom formé 
de la contraction des deux noms) possèdent un spectre d’hôte particulièrement large. En 
effet, les virus de cette famille bien connue présentent généralement un spectre d’hôtes 
naturels restreint : les virus de la rougeole et des oreillons pour l’homme, de la maladie de 
Carré pour les carnivores ou encore de la maladie de Newcastle chez la volaille. Ils ne 
représentaient pas, à priori, une menace zoonotique majeure jusqu’à la découverte du genre 
Henipavirus. 
Etant donné la très haute pathogénicité des virus Nipah et Hendra, et en l’absence de 
traitement et de prophylaxie adaptés, les autorités internationales ont classé ces agents 
pathogènes au niveau 4 de biosécurité, le plus haut niveau de confinement existant. L’étude 
de ces virus n’est donc permise que dans un petit nombre de structures au monde, capables 
de fournir des conditions de sécurité nécessaires à la protection des scientifiques qui les 
étudient et des populations environnantes. Le laboratoire P4 Jean Mérieux situé sur le 
campus de Gerland à Lyon est actuellement le seul laboratoire civil de ce type en France et 
l’un des plus grands d’Europe. Il nous a fourni l’opportunité exceptionnelle de pouvoir 
réaliser ce travail.  
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Partie I. Etude bibliographique sur les 
Henipavirus 
I. Généralités sur les Henipavirus 
A. Historique 
1. Le virus Hendra 
Les 22 et 23 septembre 1994, un cas suspect faisant état d’une maladie respiratoire 
sévère atypique chez plusieurs chevaux de la banlieue Hendra de Brisbane, en Australie, 
attire l’attention des services vétérinaires du Queensland. En effet, le propriétaire de ces 
chevaux est lui aussi atteint des mêmes symptômes et est hospitalisé dans un état critique. A 
ce moment, rien ne permet d’établir une relation entre la maladie de l’éleveur et celle de ses 
chevaux mais toutes les étiologies sont envisagées. Les diagnostics effectués permettent 
d’éliminer rapidement la peste équine, la grippe équine et une infection suraiguë par 
l’herpès virus équin. Les tests concernant Pasteurella, Bacillus anthracis, Yersinia, Legionella, 
Pseudomonas et Streptobacillus moniliformis s’avèrent négatifs ; de même pour ceux 
concernant l’identification de toxiques comme le paraquat. En revanche, un virus formant 
des syncytia est détecté sur des cellules Vero après mise en culture de tissus pulmonaires 
prélevés sur des animaux morts des suites de la maladie (Murray, Rogers, et al, 1995). 
L’isolation puis la caractérisation de ce virus par microscopie électronique permet de mettre 
en évidence des nucléocapsides similaires à celles des virus de la famille des 
Paramyxoviridae. Les analyses sérologiques et l’absence de réaction d’hémagglutination ne 
permettent pas d’identifier le virus parmi les Paramyxoviridae existants. L’analyse 
comparative des séquences révèle néanmoins une forte homologie avec les virus du genre 
Morbillivirus. Les analyses phylogénétiques permettent finalement de conclure à 
l’émergence d’un nouveau virus proche des Morbillivirus alors nommé « Morbillivirus de la 
pneumonie équine » (Murray, Selleck, et al, 1995). Il faudra attendre l’année 1998 pour voir 




2. Le virus Nipah 
Le premier cas documenté d’infection par le virus Nipah a été identifié fin septembre 
1998 en Malaisie dans le petit village d’Ampang (District de Kinta). Il fait suite à l’apparition 
soudaine et simultanée de quelques encéphalites létales parmi les fermiers et leurs familles, 
ainsi que des symptômes respiratoires et neurologiques largement répandus au sein du 
cheptel porcin du village (Chua et al, 1999). Le virus se dissémine rapidement et atteint les 
villages d’Ulu Piah et Tambun eux-aussi proches de la ville d’Ipoh (région de Perak) où il sévit 
jusqu’en février 1999. Parallèlement à cette épidémie, deux autres foyers d’infection 
apparaissent autour de la ville de Sikamat (région de Negeri Sembilan) entre décembre 1998 
et janvier 1999 et de la ville de Bukit Pelandok (région de Negeri Sembilan) entre décembre 
1998 et avril 1999. Deux cas sont aussi identifiés pendant cette période dans la région de 
Selangor (Figure 1). 
 
Figure 1 : Localisation des premières épidémies liées au virus Nipah en Malaisie et à 
Singapour entre septembre 1998 et avril 1999. 
Au début des épidémies, les autorités pensaient avoir affaire au virus de l’encéphalite 
japonaise, assez fréquent dans cette région. Néanmoins, seul un patient sur les 13 premiers 
cas était positif pour ce virus. Des études de microscopie électronique sur des échantillons 
de patients infectés permettent alors la mise en évidence de structures virales similaires à 
celles observées chez les paramyxovirus. C’est par immunohistochimie que les scientifiques 
malaisiens identifient ce virus comme apparenté au virus Hendra (Anon, 1999). Le virus n’est 
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isolé qu’en mars 1999 à partir d’un échantillon de système nerveux central humain issu d’un 
patient décédé et doit son nom à celui du village d’où provenait le patient, Kampung Sungai 
Nipah (Mohd Nor et al, 2000). Le séquençage du virus alors réalisé montre effectivement des 
similarités avec le virus Hendra, mais il s’agit néanmoins d’un virus tout à fait inconnu. Les 
virus Hendra et Nipah sont alors classés dans un nouveau genre, les Henipavirus, qui 
représentent un groupe de virus émergents à large spectre d’hôtes au sein de la famille des 
Paramyxoviridae. 
S’il a fallu attendre 1999 pour identifier le virus Nipah, son émergence a pu être 
rétrospectivement datée de 1996 à partir de tissus de porcs morts dans la région d’Ipoh. Il 
semblerait que l’ensemble des cas malaisiens soient originaires de cet endroit et que le virus 
se soit disséminé via le transport de porcs d’engraissement infectés. De plus, suite à une 
erreur initiale de diagnostic, les porcs avaient été vaccinés contre le virus de l’encéphalite 
japonaise ; la réutilisation des aiguilles et seringues lors de cette vaccination de masse est un 
des facteurs qui a contribué à la dissémination rapide du virus Nipah (Farrar, 1999). 
Parallèlement aux épidémies malaisiennes, une autre épidémie est identifiée entre le 9 et le 
19 mars 1999 à Singapour parmi 11 employés d’abattoir ayant travaillé sur des porcs 
malaisiens infectés (Paton et al, 1999). 
A partir du 20 mars 1999, les autorités malaisiennes décrètent l’arrêt des transports 
de porcs et leur abattage massif dans un rayon de 10 km autour de chaque ferme infectée 
(Anon, 1999). Au moment des faits, la péninsule malaisienne comptait 2,4 millions de porcs 
répartis dans près de 1800 fermes. Au 21 juillet 1999, 1,1 millions de porcs avaient été 
abattus et 956 fermes entièrement détruites (Mohd Nor et al, 2000). Malgré la contrebande 
liée à de mauvaises compensations pour les éleveurs (Lam, 2003), l’OMS déclare les 
épidémies malaisiennes et singapourienne terminées en mai 1999. Entre 1998 et 1999, les 
autorités malaisiennes ont recensé un total de 265 cas humains confirmés dont 105 décès 




Figure 2 : Chronologie et localisation des cas humains d’infection par le virus Nipah 
déclarés par les autorités malaisiennes entre octobre 1998 et avril 1999. Adapté à partir de 
(Anon, 1999). 
Alors que l’on pensait avoir contrôlé l’émergence de ce virus en Malaisie et à 
Singapour, le virus Nipah réapparait en janvier et février 2001 dans la ville de Siliguri en Inde 
(région du Bengale de l’Ouest) et au Bangladesh (Harit et al, 2006; Hsu et al, 2004). Les 
flambées épidémiques ne touchent qu’un petit nombre de personnes (souvent entre 5 et 30) 
avant de s’éteindre d’elles-mêmes mais ré-émergent chaque année. Ainsi, au Bangladesh, 
entre la première émergence de 2001 et les épidémies de 2011, on recense une quinzaine 
d’épidémies majeures ayant fait un total de 111 morts jusqu’en 2010 (Stone, 2011) et 35 
morts supplémentaires en 2011.  
B. Classification et nomenclature 
Les virus Hendra et Nipah forment le genre des Henipavirus, de la sous-famille des 





Figure 3 : Classification des Paramyxovirinae d’après le Comité International de 
Taxonomie des Virus (ICTV) (Anon, s. d.). 
Les virus de la famille des Paramyxoviridae sont généralement connus pour leur 
spectre d’hôte relativement étroit et une transmission horizontale, directe, généralement 
par voie aérienne. Habituellement, le site de multiplication primaire de ces virus est le 
tractus respiratoire. Cependant, il existe un tropisme nerveux pour les virus des genres 
Morbillivirus et Henipavirus à l’origine de symptômes neurologiques sévères et parfois 
retardés comme dans le cas de la panencéphalite sclérosante subaiguë avec le virus de la 
rougeole ou de l’ « encéphalite du vieux chien » avec le virus de la maladie de Carré. 
Les virions et la nucléocapside des virus Nipah et Hendra présentent une 
morphologie caractéristique de la famille des Paramyxoviridae et leur organisation 
génétique ressemble à celle des virus des genres Morbillivirus et Respirovirus. Cependant, le 
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genre Henipavirus a été créé en 2002 suite à l’impossibilité de regrouper ces deux virus dans 
l’un des genres déjà existant (Mayo, 2002). En effet, les séquences non traduites en 3’ 
(leader) et en 5’ (trailer) du genre Henipavirus sont uniques (Harcourt et al, 2000). La taille 
du génome viral des Henipavirus est plus grande d’environ 2700 nucléotides (soit 15%) par 
rapport aux autres Paramyxoviridae (Harcourt et al, 2001). Néanmoins, la taille des 
protéines (exceptée la protéine P qui est plus longue d’environ 200 acides aminés) est 
relativement similaire à celle des Respirovirus et Morbillivirus. Cette incohérence entre la 
taille du génome et celle des protéines s’explique par la présence de régions non traduites 
en partie 3’ de chaque unité de transcription (à l’exception de L) qui constituent un caractère 
unique au sein des Paramyxoviridae (Eaton et al, 2006; Harcourt et al, 2001; Mayo, 2002). En 
2012, le virus Cedar, isolé à partir de chauve-souris australiennes Pteropus alecto, a lui aussi 
été ajouté dans le genre Henipavirus. Ce virus, apparemment non pathogène, possède un 
génome de taille similaire aux virus Nipah et Hendra (18162 nucléotides) et une homologie 
de séquence variant de 25 à 60 % selon les protéines virales (Marsh et al, 2012). Il semble 
exister chez les chauves-souris de nombreux autres virus apparentés à la famille des 
Paramyxoviridae et il y fort à penser que leur découverte deviendra de plus en plus 
fréquente (Drexler et al, 2012; Sasaki et al, 2012). 
C. Caractéristiques structurales et moléculaires des Henipavirus 
1. Morphologie 
Les Henipavirus sont des virus de type pléiomorphe. Leur forme peut être sphérique 
ou filamenteuse, et leur taille peut varier d’environ 50 à 150 nm (Chow et al, 2000).  
Les études de microscopie électronique montrent des images de virions enveloppés 
dont la surface est bordée par de petites projections d’environ 17 nm (Hyatt et al, 2001). La 
morphologie en chevrons des filaments de nucléocapside (cf. Figure 4), constituée de 
l’association de la protéine virale N et de l’ARN génomique viral, constitue un élément 




Figure 4 : Image de microscopie électronique du virus Hendra montrant les spicules 
sur l’enveloppe (flèches) et la nucléocapside en chevrons (triangles). D’après (Halpin et al, 
2000). 
2. Organisation génomique et protéique 
a. Les protéines structurales 
Le génome des Henipavirus est constitué d’un ARN non segmenté, simple brin, de 
polarité négative composé de 6 unités de transcription codant 6 protéines structurales 
majeures (cf. Figure 5). 
La protéine de nucléocapside N est longue de 532 acides aminés pour une masse 
moléculaire de 58 kDa. Lors de sa polymérisation, les protéines N s’organisent en une spirale 
de chevrons de 18 nm avec une période de 5 nm selon « la règle de 6 » soit 6 nucléotides par 
unité de N (Ong et al, 2009). Cette spirale constitue le squelette protéique de la 
nucléocapside dans lequel l’ARN viral vient se loger pour limiter sa dégradation. La 
composition de cette protéine est peu semblable à celles des autres Paramyxoviridae (20 à 
30% de similarité) mais il existe un domaine de 212 acides aminés (entre l’acide aminé 171 
et l’acide aminé 383) relativement bien conservé correspondant à la zone d’interaction avec 
les protéines P et L. Chez la plupart des Paramyxoviridae, la protéine N comporte une 
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séquence invariante d’une espèce à l’autre F-X4-Y-P-X3-S-Y-A-M-G (Fields, 2007, p.1177–
1204). On retrouve aussi cette séquence chez les Henipavirus mais la seconde tyrosine est 
remplacée par une phénylalanine (Wang et al, 2001). La protéine N possède aussi des 
domaines d’interaction lui permettant d'interagir avec elle-même, la phosphoprotéine (P) 
(Omi-Furutani et al, 2010) et la polymérase (L) afin d’optimiser la protection, la réplication et 
la transcription du virus. Une seule protéine N possède plusieurs sites d’interaction avec la 
protéine P et il est possible de former des hétérocomplexes NiV N / HeV P et vice-versa 
(Chan et al, 2004). Une de ces interactions entre N et P a été résolue au niveau atomique sur 
HeV et indique que la partie désorganisée C-terminale de N (NTAIL) interagit avec la partie C-
terminale XD de la protéine P pour permettre le recrutement de la polymérase virale. Cette 
interaction se caractérise par un repliement de l’élément de reconnaissance moléculaire de 
NTAIL en hélice α lors de son attachement sur une zone hydrophobe à la surface de XD 
(Communie et al, 2013).  
La phosphoprotéine P est une protéine de 707 (HeV) / 709 (NiV) acides aminés pour 
une masse moléculaire théorique de 78 kDa. Par comparaison avec les autres virus de la 
famille des Paramyxoviridae, la protéine P des Henipavirus est plus longue de 100 acides 
aminés (Wang et al, 2001). Elle joue un rôle important dans la stabilisation de la 
nucléocapside et peut interférer avec la réponse immunitaire innée quand elle se retrouve 
sous forme libre dans le cytoplasme (Shaw et al, 2004). En plus de son domaine X organisé, 
la protéine P possède un domaine de multimérisation (PMD) qui lui permet de s’organiser 
sous forme d’une super-hélice extrêmement stable (Blocquel et al, 2013) dont la résolution 
du cristal a permis de conclure à une formation en tétramères (Bruhn et al, 2014). La 
protéine P possède 2 sites de liaison à N, l’un en région N-terminale (acides aminés 3-220) et 
l’autre en position C-terminale (acides aminés 636-709) (Chan et al, 2004). 
La protéine de matrice M a une taille de 352 acides aminés et une masse moléculaire 
calculée d’environ 40 kDa. Elle joue un rôle structural dans l’architecture des virions mais 
aussi dans leur entrée dans les cellules cibles, leur assemblage (Wang et al, 2010) et leur 
bourgeonnement (Patch et al, 2007; Ciancanelli et Basler, 2006). La protéine M des 
Henipavirus est relativement similaire à celle des autres Paramyxoviridae : elle est très 




La protéine de fusion F compte 546 acides aminés et a une masse moléculaire 
d’environ 60 kDa. Comme pour l’ensemble des Paramyxoviridae, cette protéine est une 
protéine de fusion de classe I et possède donc deux hélices α, impliquées dans la formation 
d’une structure trimérique en épingle à cheveux qui se transforme en long faisceau torsadé 
au cours de la fusion (Bossart et al, 2001). Cette protéine est aussi une protéine 
membranaire de type I avec un domaine C-terminal cytoplasmique et un domaine N-
terminal extracellulaire. Elle est d’abord produite sous la forme d’un précurseur F0, qui sera 
ensuite maturé par clivage en F1/F2 sous l’action de la Cathepsine L (Pager et al, 2006). Chez 
les autres Paramyxoviridae, c’est généralement sous l’action Ca2+ dépendante de la furine 
que la protéine F est clivée. Lors de l’interaction de la protéine G avec son récepteur 
cellulaire et selon un mécanisme pH indépendant, la protéine F subit des modifications 
structurales à l’origine de la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane de la cellule cible 
conduisant à l’infection de la cellule et à la formation des syncytia (Eaton et al, 2006). 
La glycoprotéine G est une protéine de 602 (NiV) / 604 (HeV) acides aminés d’un 
poids moléculaire théorique de 67 kDa. C’est la protéine d’attachement du virus. Il s’agit 
d’une protéine membranaire de classe II (glycoprotéine transmembranaire avec un domaine 
N-terminal cytoplasmique) qui présente la particularité de n’avoir ni de fonction 
neuraminidase, ni d’activité hémagglutinine à l’inverse de celle d’un grand nombre de 
Paramyxoviridae (Bossart et al, 2001). La protéine G des Henipavirus est organisée sous la 
forme de tétramères et interagit via sa tête globulaire avec les protéines cellulaires Ephrine 
B2 (Negrete et al, 2005) et Ephrine B3 (Negrete et al, 2006) qui sont principalement 
exprimées à la surface des cellules endothéliales et des neurones. L’analyse par 
cristallographie de cette interaction a révélé que seuls quelques résidus hydrophobiques de 
la protéine G jouent un rôle clé et possèdent une forte affinité avec Ephrine B2 et B3 
(Bowden et al, 2008; Xu et al, 2013). 
Enfin, la protéine L (large) est la plus grosse protéine du virus Nipah avec 2244 acides 
aminés soit un poids moléculaire de 257 kDa. Il s’agit d’une ARN polymérase ARN 
dépendante très similaire à celle des autres Paramyxoviridae, excepté la substitution d’un 
acide aminé dans le motif catalytique très conservé de l’enzyme (GDNQ) qui devient GDNE 
(Harcourt et al, 2001). Elle convertit l’ARN génomique viral (de polarité négative) en ARN 
messagers coiffés ou en ARN antigénomiques (de polarité positive) qui serviront de matrice 
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à la formation des nouveaux ARN génomiques. Elle est embarquée à l’intérieur des virions 
grâce à sa forte affinité pour les protéines N et P. 
 
Figure 5 : Organisation génomique du virus Nipah et structure des virions. 
b. Les protéines non-structurales 
Le gène p est capable de coder 3 protéines non-structurales V, W et C (cf. Figure 5). 
La protéine non structurale C (166 acides aminés) est traduite à partir d’un nouveau codon 
AUG en aval de celui de P et d’un cadre de lecture différent (+2 nucléotides). Son rôle n’est 
pas encore clairement identifié chez le virus Nipah, bien que l’on soupçonne son implication 
dans les mécanismes viraux d’échappement à la réponse immunitaire innée (Yoneda et al, 
2010; Park et al, 2003). Chez les autres Paramyxoviridae, le rôle de la protéine C est un peu 
mieux connu. On sait, par exemple que la protéine C du virus de la rougeole possède au 
moins deux rôles facilitant la multiplication virale. D’une part, elle est capable de lever 
l’inhibition du cycle cellulaire induite par l’entrée du virus dans la cellule par dérégulation de 
la production de IRF1 (Yokota et al, 2011) et d’autre part, elle inhibe les réponses interférons 
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en empêchant la dimérisation de STAT1 et en altérant la voie d’induction par la PKR (Yokota 
et al, 2011; McAllister et al, 2010).  
Pendant la transcription du gène P, un ou deux résidus G peuvent être insérés par la 
polymérase à un site d’édition spécifique. Cette insertion conduit à la synthèse de deux 
transcrits, traduits en deux nouvelles protéines non structurales V (+1G / 457 acides aminés) 
et W (+2G / 450 acides aminés). Les protéines P, V et W partagent le même motif N-
terminal. 
3. Le cycle de réplication viral 
L’entrée du virus dans la cellule constitue la première étape du cycle de réplication. 
Elle est déclenchée par l’interaction entre le récepteur cellulaire Ephrine B2 ou B3 et la 
protéine virale G. Cette interaction est à l’origine d’une modification conformationnelle qui 
libère la protéine F et permet la fusion entre la membrane cellulaire et l’enveloppe virale 
(Lee et Ataman, 2011).  
 
Figure 6 : Cycle de réplication du virus Nipah. 
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Le virus Nipah est un virus de l’ordre des Mononegavirales. Il s’agit donc d’un virus à 
ARN simple brin de polarité négative. Ainsi, une fois entré dans la cellule, la première étape 
pour le virus est d’entamer sa réplication. Le virion possède une ARN-polymérase ARN-
dépendante (protéine L) qui devient fonctionnelle à l’entrée du virus dans la cellule. Les ARN 
messagers (ARNm) sont produits selon un gradient résultant d’un phénomène d’atténuation 
polaire (cf. Figure 6). Ainsi, l’ARN-polymérase commence systématiquement par transcrire 
l’ARN génomique à partir du premier gène (N) et s’arrête à la première séquence 
intergénique. La polymérase peut alors se décrocher et se raccrocher à la séquence 3’ non 
traduite ou continuer la transcription du gène suivant. Le phénomène se présente à nouveau 
à chaque fin de gène. La probabilité de transcrire chaque gène devient donc de plus en plus 
faible au fur et à mesure que l’on s’écarte de l’extrémité 3’. On retrouve ce mécanisme 
d’atténuation polaire chez l’ensemble des Mononegavirales (Fields, 2007, p.1305–1340). Les 
séquences non traduites en 3’ et en 5’ fonctionnent respectivement en tant que promoteurs 
de la transcription et de la réplication de l’ARN génomique. Elles permettent la régulation de 
la synthèse des différents composants des virions. 
D. Pathogénie 
1. Voies d’entrée et dissémination du virus 
L’entrée naturelle du virus dans l’organisme se fait majoritairement par voie aérienne 
mais est aussi possible par voie orale.  
Selon un modèle développé récemment (Mathieu et al, 2011) (cf. Figure 7), 
l’infection commencerait dans les cellules dendritiques de l’épithélium respiratoire ou 
digestif qui constitueraient le site primaire de réplication (1). Les cellules dendritiques 
infectées migreraient alors vers les organes lymphoïdes drainants par l’intermédiaire des 
vaisseaux lymphatiques (2). Les cellules endothéliales de ces vaisseaux peuvent être 
infectées à ce moment. Une fois arrivées dans les organes lymphoïdes, les cellules 
dendritiques infectées produisent des particules infectieuses de virus Nipah qui peuvent 
s’adsorber sur les nombreux lymphocytes environnants (3). Cette adsorption permettrait au 
virus d’échapper à la reconnaissance du système immunitaire et une dissémination rapide 
dans tout l’organisme via le flux sanguin. Arrivés dans les vaisseaux où le flux est plus faible 
(particulièrement les capillaires), les lymphocytes interagissent avec l’endothélium 
vasculaire par un phénomène de « rolling » qui permet un contact très étroit entre le virus 
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adsorbé et les récepteurs endothéliaux du virus, Ephrine B2 et B3 (4). La multiplication virale 
s’amplifie alors rapidement et l’infection s’étend aux cellules des muscles lisses entourant la 
paroi du vaisseau sanguin. La propagation et l’amplification continuent ainsi pour toucher 
toutes les cellules permissives des organes irrigués (5). Ce modèle permet notamment 
d’expliquer le passage de la barrière hémato-encéphalique et l’invasion du système nerveux 
central. En effet, lors de l’infection de l’endothélium des vaisseaux cérébraux, des brèches 
vasculaires apparaissent suite à la formation des syncytia et de la mort cellulaire qui en 
résulte. La barrière hémato-encéphalique est donc rompue et le virus peut alors infecter 
facilement les neurones, hautement sensibles à l’infection. 
 
Figure 7 : Modèle de dissémination du virus Nipah utilisant les leucocytes. Légende : 
C.E. – Cellule endothéliale ; C. M. L. – Cellule musculaire lisse. Adapté de (Mathieu et al, 
2011).  
Néanmoins, à la suite d’une infection périphérique, l’infection du parenchyme 
cérébral semble aussi possible par un transport axonal rétrograde. Ce mode de 
dissémination a été mis en évidence chez le porc, dans les axones du nerf olfactif (cf. Figure 
8), lors d’études in vivo d’infections simultanées par voie intranasale, orale et oculaire 





Figure 8 : Immunomarquage positif des antigènes du virus Nipah dans les axones du 
nerf olfactif. Coupe transversale des cornets nasaux. Tiré de (Weingartl et al, 2005). 
2. Cellules cibles et récepteurs d’entrée 
Les principales cellules touchées par le virus sont les cellules endothéliales et les 
neurones. Néanmoins, un très grand nombre de types cellulaires peuvent être infectés par 
les Henipavirus. Ce très large tropisme semble lié à la distribution du récepteur viral : les 
molécules Ephrine B2 et B3. 
La molécule EphrineB2 a été identifiée en 2005 par deux groupes indépendants et 
selon deux approches différentes comme étant le récepteur nécessaire à l’entrée du virus 
dans les cellules cibles (Bonaparte et al, 2005; Negrete et al, 2005). Cette protéine 
transmembranaire de 333 acides aminés, appartenant à la famille des Récepteurs Tyrosine 
Kinase, permet la transmission bidirectionnelle de signaux. Elle agit donc aussi bien en tant 
que récepteur ou ligand. Elle est largement exprimée à la surface de l’endothélium et des 
cellules neuronales et joue un rôle majeur lors du développement embryonnaire précoce en 
intervenant dans les étapes de neurogenèse (Zimmer et al, 2003) et d’angiogenèse (Wang et 
al, 1998). Elle interagit aussi avec le système immunitaire au moment de la diapédèse 
monocytaire. Ephrine B4, le ligand d’Ephrine B2, est exprimé à la surface des monocytes. 
L’interaction entre cette molécule et la partie extracellulaire d’Ephrine B2 permet 
l’attachement des monocytes à la paroi de l’endothélium. La migration à travers 
l’endothélium est ensuite assurée par la portion intracellulaire d’Ephrine B2 (Pfaff et al, 
2008). L’Ephrine B2 est une molécule extrêmement conservée au cours de l’évolution, 
particulièrement dans sa zone d’interaction appelée boucle G-H (Gerlier, 2011). On la 
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retrouve chez l’ensemble des mammifères et même chez les oiseaux et les poissons. Son 
expression concerne l’ensemble des grands appareils physiologiques et intervient, à 
différentes intensités, dans plus de 50 types cellulaires (Anon, s. d.). 
L’Ephrine B3, une protéine très exprimée dans les cellules du cerveau et ayant une 
forte homologie avec l’Ephrine B2, peut aussi constituer un récepteur pour le virus Nipah 
mais avec une affinité bien moindre (Negrete et al, 2006). 
3. Interactions avec le système immunitaire inné 
Lors d’une infection virale, de nombreux mécanismes de défense sont mis en jeu par 
la cellule hôte pour inhiber la multiplication virale. La réponse interféron de type 1 constitue 
l’un des éléments majeurs de cette défense innée. Elle fait intervenir de nombreuses 
protéines, activées en cascades, et conduit à la synthèse d’interféron et de protéines 
antivirales. Elle se déroule en deux temps : une première phase de détection du pathogène 
par différentes protéines puis une seconde phase de signalisation commune, aboutissant à la 
production d’IFN-I et à son action sur la production d’effecteurs cellulaires anti-viraux. 
a. Détection du pathogène 
La réponse interféron de type I est une réponse immunitaire innée antivirale 
déclenchée dans une très large majorité de cellules lors d’une infection par un virus. Elle 
repose sur la détection de signaux de danger (les Pathogens Associated Molecular Patterns – 
PAMPs) par des récepteurs cellulaires membranaires ou cytoplasmiques (les Pathogens 
Recognition Receptors – PRRs). Dans le cas du virus Nipah, les ARN viraux double ou simple 
brin représentent des PAMPs capables d’activer ces PRRs. 
Les Toll-Like Receptors (TLR) sont des PRRs membranaires que l’on retrouve exposé à 
la surface des cellules ou à l’intérieur des endosomes. Ils sont au nombre de 9 chez l’homme 
et permettent la détection d’une très grande diversité de PAMPs. Parmi ceux-ci, les TLR 3, 7 
et 8 sont capables de détecter les ARN viraux simple brin (cf. Figure 9 A. et B.). Cette 
détection conduit à l’activation d’une cascade de signalisation via la protéine adaptrice 
MyD88 (pour tous les TLR sauf TLR3) ou la protéine adaptrice TRIF (pour TLR3 et 4).  
Les RLRs (RIG-I-Like Receptors) sont des récepteurs cytoplasmiques possédant un 
domaine hélicase capable de reconnaitre les ARN double brins. Cette famille est constituée 
de 3 protéines, RIG-I (Retinoic acid Inducible Gene I), MDA5 (Melanoma Differentiation-
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associated Antigen 5) et LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2) (cf. Figure 9 C.). Ils 
agissent de façon complémentaire à l’intérieur du cytoplasme. Ainsi, RIG-I est capable de 
reconnaitre de petits ARN double brins 5’ triphosphates à bouts francs et MDA5 de grands 
fragments ARN double brin triphosphates. Le rôle de LGP2 est encore mal connu mais il 
semble agir en tant que régulateur de la voie des RLRs. Une fois activés, les RLR sont 
capables d’interagir avec la protéine MAVS (Mitochondrial Anti Viral Signaling) qui va servir 
d’adapteur et va pouvoir transduire le signal le long d’une cascade de signalisation.  
Les cascades de signalisation conduites par MyD88, TRIF et MAVS aboutissent à 
l’activation des facteurs de transcription IRF3, IRF7, NFκB et AP1. Suite à leur translocation 
dans le noyau, ces facteurs vont pouvoir induire la production d’IFN-I. La réponse interféron 
s’organise alors au niveau tissulaire par un système d’auto-amplification et d’activation des 
cellules voisines par l’intermédiaire du récepteur IFNAR. 
 
Figure 9 : Détection des acides nucléiques viraux et voies de signalisation associées. 
D’après (Gilliet et al, 2008). 
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b. Signalisation de la voie IFN-I 
L’interféron ainsi produit suite à la détection du pathogène est libéré par la cellule 
dans le milieu extracellulaire. Il active alors les récepteurs IFNAR des cellules environnantes 
qui vont, à leur tour, entrainer une cascade de signalisation via les protéines JAK1 (Janus 
Kinase) et TYK2 (Tyrosine Kinase) aboutissant à la dimérisation des facteurs STAT1 et STAT2. 
Ce dimère est ensuite exporté dans le noyau de la cellule où il active les ISG (Interferon 
Stimulated Genes). Ces gènes conduisent enfin à la synthèse de protéines antivirales qui 
vont protéger la cellule contre une infection virale (cf. Figure 10 B). 
c. Mécanismes d’échappement viral 
Les protéines P, V et W des Paramyxoviridae participent à l’échappement 
immunitaire viral en inhibant à la fois la synthèse de l’interféron (cf. Figure 10 A) et son 
action (cf. Figure 10 B). L’action de la protéine V du virus Nipah sur la détection de l’ARN viral 
double brin par MDA5 est identique à celle des protéines V des autres Paramyxoviridae 
(Eaton et al, 2006). Les protéines non-structurales P, V et W du virus Nipah utilisent 
néanmoins des mécanismes tout à fait originaux. Par exemple, la protéine W du virus Nipah 
agit à l’intérieur du noyau, en fin de cascade, et permet donc d’abolir à la fois la voie MDA5 
et la voie des TLRs (Shaw et al, 2005) (cf. Figure 10 A.).  
Les protéines V et W des Henipavirus jouent aussi un rôle dans la voie de signalisation 
sous IFNAR. En effet, la protéine V est capable d’empêcher la phosphorylation des dimères 
de STAT1/STAT2 et de les agglomérer en complexes de haut poids moléculaires séquestrés 
dans le cytoplasme (cf. Figure 10 B.), rendant la signalisation parfaitement inefficace. La 
protéine W présente ici aussi un mécanisme tout à fait original en bloquant le retour de 
STAT1 du noyau vers le cytoplasme (cf. Figure 10 B.). Ce mécanisme agit de façon conjointe 




Figure 10 : Voies d’inhibition de la réponse interféron par les protéines non 





A. Espèces cibles 
1. Les chauves-souris 
Les chauves-souris frugivores du genre Pteropus sont identifiées depuis 1996 comme 
réservoir du virus Hendra (Young et al, 1996). Etant donné la forte ressemblance entre le 
virus Hendra et le virus Nipah, l’hypothèse d’un réservoir chauve-souris commun a 
rapidement été envisagée (Enserink, 2000). L’implication des chauves-souris frugivores en 
tant que réservoir sauvage du virus Nipah a été clairement démontrée en 2001 (Yob et al, 
2001). Mieux encore, le caractère saisonnier du virus Nipah a pu être corrélé au niveau 
d’excrétion du virus par les chauves-souris (Wacharapluesadee et al, 2010) et semble aussi 
être lié à leur période de reproduction. Des études plus récentes sur la circulation de Hendra 
en Australie suggèrent néanmoins que le virus circule de façon permanente et endémique 
au sein des populations de chauves-souris (Breed et al, 2011; Field et al, 2011). Les études de 
séroprévalence conduites auprès des différentes espèces de chauves-souris frugivores d’Asie 
du Sud-est ont permis d’identifier les espèces suivantes comme réservoirs du virus Nipah (cf. 
Tableau 1). 
Tableau 1 : Séroprévalence du virus Nipah au sein des espèces de chauves-souris 
frugivores d’Asie du Sud-est. 
Espèce Séroprévalence 
Pteropus giganteus 63 % (Epstein et al, 2008) 
Pteropus hypomelanus 31 % (Yob et al, 2001) 
Pteropus vampyrus 17 % (Yob et al, 2001) 
Pteropus lylei 10,9 % (Reynes et al, 2005) 
Eonycteris spelaea 5 % (Yob et al, 2001) 
Cynopterus brachyotis 4 % (Yob et al, 2001) 
Récemment, l’étude de l’émergence du virus Nipah à partir du réservoir chauve-
souris a fait l’objet d’études originales basées sur une approche sociale et 
environnementale. Les chercheurs du Groupe de Recherche sur l’Ecologie des Henipavirus 
(HERG) ont pu mettre en évidence le caractère décisif de différents facteurs conduisant à 
l’émergence du virus. Parmi ces facteurs, l’intensification agricole a joué un rôle majeur. En 
effet, l’augmentation des terres agricoles au détriment de l’habitat naturel des chauves-
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souris ainsi que la double utilisation de ces terres, à la fois pour la culture d’arbres fruitiers 
et l’élevage, ont produit un contexte favorable au franchissement de la barrière d’espèce et 
à l’émergence du virus Nipah (Pulliam et al, 2011). D’autres études ont pu montrer que la 
composition du paysage était un facteur prédictif de risque. Ainsi, les villages à forte densité 
de population, à la forêt morcelée et comprenant des arbres des espèces Polyalthia 
longifolia ou Bombax ceiba étaient plus à risque que les autres (Hahn et al, 2014). Ce type 
d’études interdisciplinaires apporte une information de grande valeur et permet une 
ouverture d’esprit essentielle à l’avancée des connaissances scientifiques sur le virus. 
Les études en laboratoire apparaissent néanmoins comme indispensables pour une 
compréhension fine de la pathologie associée à l’infection par le virus Nipah. Bien qu’elle 
héberge le virus, la chauve-souris ne semble présenter aucun signe clinique associé à 
l’infection. Cette infection subclinique est cependant caractérisée par la présence transitoire 
de virus dans certains viscères (notamment reins et utérus), une excrétion transitoire de 
virus (urine) et une séroconversion (Middleton et al, 2007). 
 
Figure 11 : Colonie de Pteropus giganteus au Sri-Lanka. Photo de Bernard Gagnon. 
L’infection cible particulièrement les organes du tractus urinaire (néphrite 
interstitielle, œdème vésical, pétéchies sur la paroi vésicale) et le foie (hépatite), tel que 
démontré par histologie. L’excrétion urinaire du virus est possible même après 
séroconversion et semble être à l’origine d’une transmission horizontale suffisante pour 
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maintenir le virus. Les colonies de chauves-souris contiennent des milliers d’individus et l’air 
environnant est rempli de microgouttelettes d’urine en suspension aérosol (cf. Figure 11). La 
pratique de la toilette mutuelle, particulièrement au moment de la parturition, et 
l’utilisation de l’urine en tant que liquide d’aide au nettoyage (Hall, 2000) facilite les 
infections par contact direct. Une transmission verticale ou pseudo-verticale est aussi 
envisagée et cohérente avec les périodes d’épidémie. Par ailleurs, des études montrent la 
présence du virus Hendra dans des tissus placentaires et des fœtus issus de chauves-souris 
infectées (Halpin et al, 2000; Williamson et al, 2000). Un raisonnement par analogie sur le 
virus Nipah semble relativement cohérent. 
2. Les chevaux 
Le cheval est l’espèce chez qui le virus Hendra a été isolé pour la première fois en 
1994 (Murray, Selleck, et al, 1995). En 20 ans, on recense un peu plus de 75 cas d’infections 
équines par le virus Hendra (Wang et al, 2013). Ces évènements sont apparus de façons 
sporadique mais régulière, avec des cas quasiment chaque années, depuis son émergence 
en 1994. Les mesures drastiques (mise en quarantaine de l’élevage avec périmètre de 
sécurité associé à l’abattage systématique du cheptel) prises par les autorités de santé 
publique australiennes ont permis jusqu’à présent de limiter la contamination de façon 
efficace. Néanmoins, l’opinion publique s’est beaucoup émue et inquiétée de ces mesures 
au point que certains députés aient proposés de légiférer sur l’abattage massif des chauves-
souris !  
3. Les porcs 
Le porc a été le premier animal identifié comme étant à l’origine des cas humains 
d’infection par le virus Nipah (Chua et al, 1999). Les premières enquêtes épidémiologiques 
menées en Malaisie et à Singapour ont permis de mettre en évidence une diffusion 
extrêmement rapide du virus au sein des cheptels par voie aérosol (confirmée par la suite en 
laboratoire (Middleton et al, 2002)) avec une morbidité proche de 100 % et un grand 
nombre d’infections asymptomatiques (Lam, 2003). La létalité est en revanche assez faible, 
de l’ordre de 1 à 5 %. Les signes cliniques sont majoritairement respiratoires avec une toux 
marquée faisant penser à un aboiement, parfois accompagnée de troubles neurologiques 
conduisant à une mort subite. Les études histologiques mettent principalement en évidence 
des anomalies pulmonaires incluant pneumonie interstitielle, hémorragies, formation de 
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syncytia parmi les cellules endothéliales des vaisseaux pulmonaires et vascularite 
généralisée. L’immunohistochimie permet d’identifier le virus en grande quantité dans les 
épithéliums pulmonaires (Mohd Nor et al, 2000). Ceci suggère une excrétion nasale, en 
parfaite cohérence avec l’implication majeure d’une contamination aérosol démontrée 
expérimentalement. 
L’infection initiale des porcs s’est vraisemblablement produite par contact aérosol 
avec de l’urine ou des fèces de chauves-souris infectées (Field et al, 2001). La voie de 
contamination orale par les fèces ou par l’ingestion de chauves-souris mortes semble 
possible bien que moins efficace (Middleton et al, 2002). Les densités de populations 
porcines sont extrêmement élevées dans ces régions et l’épizootie s’est propagée 
rapidement de ferme en ferme par le transport et l’échange d’animaux vivants (notamment 
pour les saillies) ainsi que la réutilisation de seringues lors des campagnes de vaccination 
(Mohd Nor et al, 2000). 
4. Les hommes 
Ce sont les cas humains qui ont fait prendre conscience de l’émergence du virus 
Nipah. La morbidité est relativement faible et lors de la plus grosse épidémie, en 1998-1999 
en Malaisie, seulement 265 cas ont été rapportés dont 105 décès (Chua, 2003). Lors de cette 
épidémie, le taux de létalité immédiat varie entre 32 % (Goh et al, 2000) et 41 % (Chong et 
al, 2002). Le taux de rechute est estimé à 7,5 % et le taux d’apparition retardée à 3,4 % (Tan 
et Wong, 2003). On note que 15 % (Goh et al, 2000) à 19 % (Chong et al, 2002) des patients 
ayant survécu présentent des séquelles neurologiques. Le taux de survie à long terme et 
sans séquelle est donc situé autour de 40 %. 
Au Bangladesh et en Inde, les données épidémiologiques sont un peu différentes 
avec un taux de létalité beaucoup plus élevé, autour de 73 % (variant entre 33 % et 100 % 
selon les épidémies) (Chong et al, 2008). Le type de population touché varie aussi en 
fonction des souches. En Malaisie, les patients sont des adultes mâles, en apparente bonne 
santé (Goh et al, 2000), alors qu’au Bangladesh et en Inde, les patients sont principalement 
des jeunes enfants ou des personnes âgées (Hossain et al, 2008). Les épidémies sont 
récurrentes depuis 2001, mais ne touchent qu’un faible nombre de personnes chaque 
année. On recense un peu plus de 200 personnes atteintes en 10 ans, avec un total de 146 
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morts à l’été 2011. La proportion de patients présentant des séquelles neurologiques n’est 
pas significativement différente de celle observée en Malaisie (Sejvar et al, 2007).  
Les modalités de transmission ainsi que les signes cliniques et lésions associées à 
l’infection par le virus Nipah seront détaillées ultérieurement (cf. C et III). 
Concernant Hendra, peu de données sont présentes chez l’homme car seulement 4 
cas mortels ont été recensés entre 1994 et 2014. 
5. Les animaux domestiques 
Les animaux domestiques ont été envisagés comme réservoirs et hôtes 
intermédiaires des Henipavirus. En plus d’avoir pu jouer un rôle mécanique dans la diffusion 
du virus de ferme en ferme, les carnivores domestiques et sauvages semblent aussi 
susceptibles à l’infection par ces virus.  
Les chiens ne s’avèrent cependant pas très sensibles à l’infection par le virus Nipah et 
on ne recense qu’un très faible nombre de cas de séroconversion (4 animaux positifs sur les 
249 testés à travers le pays (Mills et al, 2009) bien qu’une autre étude avec un 
échantillonnage réalisé aux environs des fermes infectées renvoie 42 échantillons positifs sur 
les 92 testés (Yob et al, 2001)). L’immunohistochimie a permis de mettre en évidence 
l’infection de deux chiens retrouvés moribonds aux alentours des fermes infectées. Ces 
chiens présentaient des signes cliniques et des lésions relativement similaires à ceux de la 
maladie de Carré incluant fièvre et détresse respiratoire associées à un œdème pulmonaire, 
une pneumonie interstitielle, une méningite non-suppurée et de nombreuses pétéchies 
(Hooper et al, 2001). Quelques cas ont aussi été recensés dans les foyers infectieux à HeV 
avec des symptômes similaires (Anon, 2011). 
Les chats peuvent aussi être infectés (Mohd Nor et al, 2000) bien que l’évènement 
soit très rare dans la nature (Epstein et al, 2006) (un seul cas naturel recensé). 
Expérimentalement, le chat est un bon modèle pour les symptômes respiratoires (Middleton 
et al, 2002; Mungall et al, 2006) liés à l’infection par le virus Nipah. Les lésions recensées 
incluent des pétéchies sur la plèvre viscérale, une bronchiolite et une alvéolite aiguë, un 
œdème inflammatoire de la séreuse vésicale et de nombreuses hémorragies diffuses. Le 
virus a pu être mis en évidence dans la plupart de ces tissus par immunohistochimie et RT-
qPCR (Mungall et al, 2006). La transmission verticale et la réplication virale chez le fœtus ont 
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été démontrées avec un niveau de réplication fœtal similaire à celui observé chez l’adulte 
(Mungall et al, 2007). Cette découverte fait du chat un excellent modèle pour étudier la 
transmission verticale susceptible d’avoir lieu chez la chauve-souris. 
Parmi les herbivores, on ne recense qu’un seul cas équin confirmé par 
immunohistochimie. Seul le système nerveux central était atteint et présentait des lésions 
de méningite non-suppurative associées à une infiltration leucocytaire du parenchyme 
cérébral, particulièrement en périphérie des vaisseaux sanguins (Hooper et al, 2001). Des 
études sérologiques ont aussi permis de mettre en évidence l’infection de deux poneys 
hébergés dans la zone d’épidémie malaisienne (Chua et al, 2000). Les études sérologiques 
doivent cependant être considérées avec circonspection car elles peuvent donner des 
résultats faux-positifs. Le cas s’est d’ailleurs produit en mai 2011 où 4 chevaux de course ont 
été bloqués à Singapour pendant plusieurs semaines avant confirmation du résultat faux-
positif par séroneutralisation. Les chèvres semblent aussi susceptibles à l’infection par le 
virus Nipah (Luby et al, 2009; Mohd Nor et al, 2000), bien qu’aucune donnée 
immunohistochimique ou sérologique ne soit disponible pour confirmer ce fait. Bien que le 
contact avec des bovins malades soit identifié dans une étude épidémiologique cas-témoin 
comme facteur de risque statistiquement significatif, aucun cas clinique de bovin n’a été 
recensé (Hsu et al, 2004). 
Les rongeurs sont la source de nombreuses zoonoses virales et bactériennes. Leur 
rôle dans la diffusion du virus Nipah a donc très rapidement été envisagé. Néanmoins, toutes 
les études réalisées sur les rongeurs situés à proximité des zones d’infection sont formelles : 
les rongeurs locaux (souris, rats, musaraignes, …) ne sont pas susceptibles à l’infection par le 
virus Nipah (Hsu et al, 2004; Yob et al, 2001). En 2012, un virus proche des Henipavirus, 
présentant une homologie nucléotidique variant entre 36,6 et 63,4 % selon les protéines 
virales, a été identifié en Chine sur des écouvillons rectaux de rats (Wu et al, 2014). Ceci 
constitue la première preuve d’un réservoir rongeur pour un virus proches des Henipavirus. 
6. Les modèles animaux expérimentaux  
Le recours à des modèles animaux expérimentaux pour étudier la physiopathologie 
de l’infection par les Henipavirus est indispensable. L’utilisation de ces modèles animaux doit 
aussi être compatible avec le travail et les infrastructures de niveau P4. A l’heure actuelle, 
seul l’Australie et l’Allemagne possèdent un laboratoire suffisamment grand pour étudier 
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des cohortes de chevaux, porcs ou chauves-souris. Le développement de modèles de plus 
petite taille constitue donc un enjeu majeur de la recherche sur le virus Nipah. La pathologie 
associée à chacun de ces modèles animaux sera détaillée ultérieurement (cf. Partie IV - I) 
Le hamster doré (Mesocricetus auratus) a été le premier modèle animal de petite 
taille validé pour les études de pathologie (Wong et al, 2003). Il développe des signes 
cliniques neurologiques et systémiques. Il est extrêmement sensible à l’infection et les 
lésions observées ressemblent à celles observées chez l’homme (encéphalite, vascularite, 
hémorragies, infiltrations leucocytaires, …). 
Le cochon d’Inde (Cavia porcellus) est un modèle alternatif au hamster doré. 
Cependant, il est beaucoup moins sensible et les signes cliniques sont essentiellement 
neurologiques. Il ne constitue donc pas un très bon modèle d’étude pour le virus Nipah 
(Weingartl et al, 2009). Les lésions observées sont en revanche assez claires et ont fait l’objet 
d’une étude assez développée (Torres-Velez et al, 2008). Une transmission verticale pour le 
virus Hendra a été démontrée chez cette espèce (Williamson et al, 2000) mais n’a jamais été 
étudiée avec le virus Nipah. 
Le furet (Mustela putorius furo) est un modèle animal largement utilisé pour les 
infections respiratoires et constitue l’un des meilleurs modèles d’étude pour le virus 
influenza. L’infection par le virus Nipah est possible par voie nasale et se révèle très efficace, 
mimant ainsi assez bien une infection naturelle. Les signes cliniques sont principalement 
respiratoires mais certains individus développent des signes neurologiques. Les lésions 
observées sont principalement de type hémorragique (pétéchies sur le parenchyme 
pulmonaire, les reins et la cavité abdominale, hémorragies sous-cutanées diffuses) et 
systémique (vascularite, œdème). L’organe le plus sévèrement touché est le poumon où l’on 
observe une alvéolite nécrotique importante associée à une très forte inflammation (Bossart 
et al, 2009). 
De façon anecdotique, l’embryon de poulet a été utilisé pour caractériser les effets 
physiopathologiques de l’infection par le virus Nipah (Tanimura et al, 2006). Ce modèle a 
permis de confirmer le tropisme endothélial du virus et les organes touchés, à savoir le 
cœur, le cerveau, les reins, la rate et certains épithéliums. Néanmoins, il n’apporte pas 
vraiment d’informations nouvelles et originales. 
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En 2010, deux modèles primates non humains ont été développés en parallèle ; l’un 
sur le singe vert africain ou grivet (Chlorocebus aethiops) (Rockx et al, 2010; Geisbert et al, 
2010) et l’autre sur le saïmiri (Saimiri sciureus) (Marianneau et al, 2010). Il s’agit pour 
l’instant des meilleurs modèles animaux existant pour l’étude de la physiopathologie du 
virus Nipah, mais leur utilisation doit être strictement justifiée et réduite à son minimum. 
L’emploi de ce modèle sera donc particulièrement envisagé pour les études finales 
d’efficacité de potentiels traitements prophylactiques et thérapeutiques. Les voies 
d’infection, les symptômes, leur durée et le taux de survie sont cohérents avec ceux 
observés chez l’homme. Ces études ont ainsi démontré la possibilité d’infection par voie 
orale (Geisbert et al, 2010). Les lésions observées sont principalement de type hémorragique 
dans les poumons, les méninges et le cerveau. Le virus et des formations syncytiales 
endothéliales peuvent être mis en évidence dans une très large majorité des organes. 
B. Aire de répartition géographique 
Les chauves-souris frugivores de la famille des Pteropodidae couvrent une très large 
surface du globe incluant l’Asie du Sud-est, l’Océanie, l’Afrique sub-saharienne et, de façon 
anecdotique, l’île de Chypre (source OMS). En tant que réservoir sauvage et sachant que ces 
chauves-souris sont capables de couvrir de très longues distances (Field et al, 2001), l’étude 
de la séroprévalence des Henipavirus chez ces animaux, sur l’ensemble de leur aire de 
répartition, constitue un enjeu majeur de détection précoce d’un potentiel évènement 
épidémique. 
Entre 2007 et 2012, des études ont montré l’existence de chauves-souris 
séropositives pour le virus Nipah en Afrique de l’Ouest, au large du Gabon (Peel et al, 2012), 
au Ghana (Hayman et al, 2008) et à Madagascar (Iehle et al, 2007) (cf. Figure 12). Il s’agit 
d’une autre espèce de chauve-souris frugivore du genre Eidolon : Eidolon helvum et Eidolon 
dupreanum. De même, des porcs ont aussi été diagnostiqués séropositifs dans ces zones 
(Hayman et al, 2011), suggérant une circulation de virus phylogénétiquement proches des 
Henipavirus conventionnels. Ces découvertes étendent la zone d’endémicité potentielle des 




Figure 12 : Répartition géographique des foyers infectieux à Henipavirus et des 
chauves-souris frugivores de la famille des Pteropodidae. 
C. Transmission à l’homme 
1. Transmission par aérosols 
La transmission par aérosols constitue le premier mode de transmission identifié 
pour le virus Nipah. Ce type de transmission, via les excrétions et fluides respiratoires des 
porcs, a d’ailleurs été le seul incriminé dans l’épidémie de Malaisie et Singapour en 1998-
1999 (Premalatha et al, 2000; Chew et al, 2000). En Inde et au Bangladesh, où le porc ne 
semble pas jouer un rôle aussi important (principalement pour des raisons culturelles et 
d’organisation de filière), c’est une transmission par aérosols interhumaine qui a pu être 
identifiée (Gurley et al, 2007). 
2. Transmission porcine et équine 
La transmission des chauves-souris aux porcs du virus Nipah semble se faire par voie 
oronasale, bien que la voie orale semble moins efficace que la voie nasale (Middleton et al, 
2002). Les deux modes de contamination envisagés incluent : d’une part, le contact direct de 
la muqueuse respiratoire avec des gouttelettes d’urine infectée, en suspension ou par 
fouissage ; d’autre part l’ingestion de fruits contaminés par de la salive et tombés à terre ou 
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l’ingestion de cadavres de chauves-souris. La première hypothèse semble la plus probable. 
La transmission entre porcs se fait très certainement uniquement par voie nasale, via les 
excrétions oropharyngées (Middleton et al, 2002). Cette transmission est renforcée par le 
comportement social du porc et la forte toux provoquée par l’infection. 
La transmission du porc à l’homme se fait exclusivement par voie aérosol et par 
contact direct avec les fluides respiratoires. Les premiers cas identifiés en Malaisie portent à 
93 % sur des éleveurs de porcs ou leur famille (Goh et al, 2000). Les cas singapouriens 
concernent uniquement des travailleurs d’abattoirs exposés, ante ou post-mortem, aux 
fluides respiratoires et à l’urine de porcs malaisiens malades (Paton et al, 1999; Chew et al, 
2000). Des résultats similaires ont été obtenus dans une enquête auprès d’abattoirs 
malaisiens (Sahani et al, 2001) ou auprès du personnel militaire employé pour l’abattage 
massif en Malaisie (Ali et al, 2001). Ces deux études confirment la nécessité d’un contact 
proche entre l’homme et l’animal pour une infection productive.  
Les études portant sur le virus Hendra arrivent à des conclusions similaires quant à la 
contamination des chevaux par les chauves-souris et la transmission du virus chez l’Homme 
(Playford et al, 2010). 
3. Transmission interhumaine 
Si la transmission interhumaine du virus Nipah est suspectée dès l’épidémie 
bangladaise de 2001 (Chadha et al, 2006) puis à nouveau en 2004 (Montgomery et al, 2008), 
son existence est formellement acceptée en 2007 (Homaira et al, 2010). Les études 
épidémiologiques des évènements malaisiens n’avaient révélé aucun cas de transmission 
interhumaine. Nonobstant, il semble que, malgré sa proximité phylogénétique (cf. Partie 
I.VI.C.), la souche bangladaise soit tout à fait différente sur ce point. Ce mode de 
transmission est renforcé par les normes sociales du Bangladesh qui imposent aux familles 
de prendre soin de leurs malades elles-mêmes. Les personnels hospitaliers sont d’ailleurs 
très réticents à s’occuper des soins quotidiens aux malades. Ce contexte augmente 
considérablement le risque de transmission aux familles, qui procurent des soins sans 
formation aux règles d’hygiène ni protection. Le caractère « divin » de la maladie intervient 
aussi beaucoup dans sa propagation. En effet, plusieurs familles ont fait appel à des 
guérisseurs spirituels et fakirs qui ont rapidement associé les épidémies de virus Nipah avec 
l’intervention de démons venus pour punir les villageois de leurs péchés. Les traitements 
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proposés par leurs soins prennent généralement la forme de cérémonie avec massages à 
l’huile sacrée, application de pâtes à base de plantes et prières, où toute la famille voire le 
village est convié, favorisant la contamination par le malade (Blum et al, 2009). Une chaine 
de transmission de la maladie, faisant intervenir un dignitaire religieux local, est 
particulièrement bien décrite dans une étude sur l’épidémie de 2004 dans le district de 
Faridpur au Bangladesh (Gurley et al. 2007). 
4. Contamination alimentaire 
Au Bangladesh et en Inde, l’absence du facteur porcin a fait suspecter l’existence 
d’autres voies d’infection pour le virus Nipah. Les études épidémiologiques ont montré que 
« boire du sirop de palme » (Luby et al, 2006) et « grimper dans les arbres » (Luby et al, 
2009) sont deux facteurs de risque clés de l’infection par le virus Nipah, multipliant environ 
par 8 le risque d’infection. Par ailleurs, toutes les épidémies ont eu lieu pendant la période 
de récolte du sirop de palme, de mi-octobre au début du mois d’avril (Nahar et al, 2010). 
Cette récolte est une activité agricole traditionnelle au Bangladesh. Les ouvriers qui saignent 
et collectent la sève de palmier (Phoenix sylvestris) sont appelés gachhis.  
 
Figure 13 : Mode opératoire pour la collecte de sirop de palme. Adapté à partir de 
(Nahar et al, 2010). 
Ils récoltent le sirop de palme en effectuant sur le tronc une entaille en forme de 
« V » de 20 cm par 30 cm, sur une profondeur d’environ 2 cm, à la base des branches. La 
forme de l’entaille permet l’écoulement de la sève le long d’un drain en bambou qui mène à 
un pot collecteur en argile suspendu sous l’entaille (cf. Figure 13). 
Au Bangladesh, la sève de palmier est utilisée principalement sous deux formes : la 
plupart est transformée en mélasse et l’autre partie est consommée brute. Pendant l’hiver, 
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les gachhis collectent le sirop de palme très tôt le matin ; le sirop brut est revendu quelques 
heures plus tard sur les marchés locaux et consommé immédiatement avant de fermenter et 
de perdre son goût sucré (Nahar et al, 2010). 
Une étude utilisant une caméra infrarouge (Salah Uddin Khan et al, 2011) a permis de 
démontrer que les chauves-souris frugivores sont friandes du sirop de palme. Elles sont 
susceptibles de contaminer la sève par leur salive, leurs fèces et leur urine (cf. Figure 14). 
 
Figure 14 : Chauves-souris surprises en train de lécher (flèche noire) et d’uriner (flèche 
blanche) dans la sève collectée (Salah Uddin Khan et al, 2011) 
Au Bangladesh, ce mode de contamination a été formellement démontré et serait 
responsable d’une large majorité de cas (Rahman et al, 2012). Depuis mars 2011, la 
commercialisation du sirop de palme sous forme brute est d’ailleurs formellement interdite 
par décret gouvernemental pendant les périodes à risque pour tenter d’enrayer la 
recrudescence de cas humains. 
III. Tableau clinique 
A. Symptômes 
1. Chez la chauve-souris frugivore (Pteropus sp) 
L’infection des chauves-souris par les Henipavirus est subclinique et généralement 
indétectable dans le contexte naturel. Dans le contexte expérimental, on ne note pas non 




2. Chez le porc 
Les symptômes détectés chez le porc sont essentiellement de type respiratoire. Le 
terme de « syndrome du cochon aboyeur », en référence à la toux puissante associée à 
l’infection, a d’ailleurs été l’un des tout premiers termes techniques utilisés pour décrire la 
maladie. L’infection est néanmoins asymptomatique dans la plupart des cas. Les signes 
cliniques diffèrent un peu selon l’âge auquel l’animal est infecté (Mohd Nor et al, 2000) .  
a. Porcelets avant sevrage (< 4 semaines) 
La majorité des porcelets infectés présentent une respiration laborieuse, bouche 
ouverte, une faiblesse des membres et des tics neurologiques. L’infection par le virus Nipah 
à cet âge présente un taux de mortalité supérieur à 40 %. Il n’est cependant pas très clair s’il 
s’agit de mortalité directe liée au virus ou le résultat d’un défaut de soin et de nourrissage 
par les mères infectées. 
b. Porcelets au sevrage (> 4 semaines) et à 
l’engraissement (< 6 mois) 
Cette catégorie d’animaux présente généralement un syndrome fébrile aigu (> 
39,9°C) avec des signes respiratoires allant d’une respiration rapide et laborieuse à une forte 
toux non productive sévère. Une hémoptysie peut être observée sur les cas sévères et une 
respiration bouche ouverte sur les cas un peu moins sévères. Parmi les signes neurologiques 
pouvant être observés, on recense des tremblements et tics neurologiques, des myoclonies, 
une faiblesse du train arrière, un degré variable de parésie spastique, de la boiterie, une 
démarche incoordonnée et enfin, une douleur généralisée particulièrement localisée sur les 
quartiers arrières. Dans cette catégorie, la maladie peut être asymptomatique, modérée ou 
fulminante et amplifiée par le stress. La morbidité est proche de 100 % et la létalité de 1 à 5 
%. 
c. Truies et verrats reproducteurs 
Les reproducteurs présentent globalement les mêmes symptômes que les porcs à 
l’engraissement. Néanmoins, on note l’existence de particularités avec une sialorrhée 
intense, un écoulement nasal muqueux, muco-purulent ou sanguinolent et un possible effet 
abortif pendant les trois premiers mois de gestation. Les signes neurologiques sont un peu 
plus larges dans cette catégorie avec une agitation générale, un syndrome du « pousse au 
mur », des convulsions et spasmes de type tétanique, un nystagmus, des mâchonnements, 
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une paralysie apparente des muscles pharyngés expliquant les difficultés de déglutition, 
l’apparition de mousse dans la bouche et une langue pendante. 
3. Chez le cheval 
Le premier article à relater l’émergence du virus Hendra (à cette époque nommé 
« nouveau Morbillivirus de la pneumonie équine ») chez le cheval rapporte une anorexie 
sévère, de la dépression, de la fièvre (généralement supérieure à 41°C), une élévation de la 
fréquence respiratoire et de l’ataxie. Des comportements de « pousser au mur » sont parfois 
observés et s’expliquent par une augmentation de la pression du liquide céphalo-rachidien 
liée à l’inflammation. Ce comportement permet de réduire la pression à l’intérieur de la 
boîte crânienne et donc de soulager l’animal. De façon très fréquente, un écoulement nasal 
spumeux apparait peu avant la mort (Murray, Rogers, et al, 1995). Globalement, les 
symptômes sont particulièrement centrés sur la sphère respiratoire. 
4. Chez l’homme 
La toute première étude, portant sur 94 patients, recense de façon exhaustive les 
signes cliniques identifiés lors de l’épidémie malaisienne de 1998-1999 (Goh et al, 2000). Ces 
signes sont recensés dans le Tableau 2. Les signes neurologiques sont une caractéristique 
forte de la maladie et ceux-ci sont particulièrement augmentés lorsque le niveau de 
conscience est réduit. 
Tableau 2 : Fréquence des signes cliniques associés à l’infection par le virus Nipah 
chez l’homme d’après (Goh et al, 2000). 
Signes cliniques associés à l’infection par le virus Nipah 





Maux de tête 65 
Vertiges 36 
Vomissements 27 




Diminution du niveau de 
conscience 
55 
Signes neurologiques focaux 11 
Absence ou diminution des 
réflexes 
56 
Pupille anormale 52 
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Tachycardie (>120 bpm) 39 
Hypertension (>160/90 mmHg) 38 
Réflexe vestibulo-oculaire 38 
Myoclonie segmentaire 32 
Syndrome méningé 28 
Epilepsie 23 
Nystagmus 16 
Syndrome cérébelleux 9 
Ptose bilatérale 4 
Tremblement postural bilatéral 3 
Dysarthrie 3 
Dysphasie 2 
Les fréquences ne sont néanmoins pas très fiables et ne donnent qu’une idée de la 
répartition des signes cliniques. Le plus intéressant en termes de recensement des signes 
cliniques concerne très certainement la comparaison entre les signes cliniques observés en 
Malaisie et au Bangladesh (Chong et al, 2008). 
Le fait que la part respiratoire des signes cliniques soit un peu plus faible dans 
l’épidémie malaisienne de 1998-1999 (de 14 % (Goh et al, 2000) à 29 % (Chong et al, 2002)) 
constitue la principale différence clinique entre les épidémies de ces deux pays. Dans les 
épidémies du Bangladesh, on note l’apparition de toux (62 % des cas) et de difficultés 
respiratoires (69 % des cas) avec des radiographies pulmonaires montrant une opacité 




Figure 15 : Radiographies pulmonaires de 4 patients, montrant une opacité diffuse 
bilatérale couvrant la majorité des poumons, compatibles avec un syndrome de détresse 
respiratoire aiguë. Issu de (Hossain et al, 2008). 
Dans l’épidémie de Siliguri, en Inde, les symptômes respiratoires sont rapportés dans 
51 % des cas (Chadha et al, 2006). La proéminence du caractère respiratoire de la maladie 
liée à l’infection par la souche bangladaise constitue un des facteurs favorisant l’apparition 
d’une transmission interhumaine. La seconde différence majeure entre les deux zones 
géographiques est la présence de myoclonies segmentaires persistantes observées dans 32 
% (Goh et al, 2000) à 54 % (Chong et al, 2002) des cas malaisiens qui n’est pas retrouvée au 
Bangladesh ; bien que l’hyporéflexie générale des patients malaisiens soit aussi présente 
chez les patients bangladais (Hossain et al, 2008).  
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Les rechutes d’encéphalites apparaissant des mois voire des années après un premier 
épisode (associées une fièvre aiguë, des céphalées, convulsions et troubles neurologiques 
focaux) constituent une autre particularité de la maladie liée à l’infection par le virus Nipah. 
En Malaisie, une étude portant sur 24 mois de suivi annonce qu’environ 10% des patients 
ont été touchés par ces rechutes ou encéphalites tardives (Tan et al, 2002). Au Bangladesh, 
une étude portant sur 22 cas observe les mêmes rechutes, avec un taux de 18 % (4 cas) 
(Sejvar et al, 2007). Les signes cliniques associés à ces rechutes semblent particulièrement 
concerner les nerfs crâniens avec notamment une paralysie des muscles oculomoteurs, un 
nystagmus ou affaissement du visage. 
Plusieurs hypothèses peuvent expliquer les différences cliniques observables entre 
les épidémies ayant eu lieu en Malaisie et au Bangladesh. Tout d’abord, les différences 
génétiques entre les deux souches virales jouent très certainement un rôle dans l’expression 
et la virulence de la maladie. Ensuite, le Bangladesh et la Malaisie sont des pays avec un 
niveau de développement très différent. En effet, le Bangladesh compte parmi les pays les 
moins développés d’Asie, derrière le Pakistan, avec un Indice de Développement Humain 
(IDH) de 0,469 contre 0,744 pour la Malaisie (le maximum étant de 0,938 pour la Norvège). 
En d’autres termes, la Malaisie fait partie des 60 pays les plus développés du monde alors 
que le Bangladesh fait partie des 40 pays les moins développés du monde (Anon, s. d.). Ceci 
a pour conséquences directes des conditions de vie, d’hygiène et de nutrition bien moins 
favorables au Bangladesh ainsi qu’un accès aux soins bien plus limité qu’en Malaisie pouvant 
expliquer une mortalité plus élevée et une transmission interhumaine plus facile. 
La mort survient entre 3 et 10 jours après le début des signes cliniques pour la souche 
bangladaise (6 jours en moyenne) (Hsu et al, 2004) et entre 3 et 31 jours pour la souche 
malaisienne (6,9 jours en moyenne) (Goh et al, 2000). Elle est due à l’encéphalite sévère et la 
défaillance de nombreux organes dont le cœur, les reins et les poumons. 
5. Autres 
Dans les modèles expérimentaux, on retrouve avec plus ou moins d’exhaustivité les 
signes cliniques observés chez l’homme. Selon le sujet de l’étude, on préfèrera donc 
l’utilisation d’un modèle animal chez qui le virus possède plutôt un tropisme respiratoire 





Les lésions provoquées par les Henipavirus sont assez caractéristiques et ont permis 
de soupçonner l’émergence de ces nouveaux virus. En effet, chez les cas malaisiens de 
Nipah, pendant la phase d’encéphalite aiguë, les images du cerveau par résonance 
magnétique (IRM) montrent l’apparition de zones de haute intensité de 2 à 7 mm, distinctes, 
disséminées dans le cerveau et principalement en zones subcorticale et profonde de la 
matière blanche des hémisphères cérébraux. Ces changements signent de multiples lésions 
de micro-infarctus résultant de la vascularite généralisée des capillaires cérébraux (Sarji et 
al, 2000) (cf. Figure 16). Au Bangladesh, on observe plutôt des lésions confluentes qui 
touchent à la fois la matière blanche et la matière grise (Sejvar et al, 2007) (cf. Figure 17). 
Dans le cas d’une infection par le virus Hendra, les lésions cérébrales sont assez similaires et 
varient entre celles observées en Malaisie et au Bangladesh selon le niveau de gravité de 
l’infection (Nakka et al, 2012). 
 
Figure 16 : Image par résonance magnétique du cerveau d’un homme malaisien de 44 
ans atteint par le virus Nipah. L’image montre de multiples lésions subcorticales distinctes. 
Extrait de (Sarji et al, 2000). 
A l’autopsie, les lésions ne sont pas vraiment spécifiques et sont la conséquence 
d’une vascularite généralisée. On observe de multiples pétéchies et hémorragies sur la 
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plèvre, les poumons, les reins et le cœur. On note aussi généralement de petites lésions 
nécrotiques assez caractéristiques, occasionnellement hémorragiques, disséminées sur le 
cerveau (Wong et al, 2002a). Chez le singe, on retrouve des lésions similaires : poumons 
consolidés présentant des zones congestives et hémorragiques, œdème et hémorragies sur 
la paroi vésicale et le cerveau (Geisbert et al, 2010).  
 
Figure 17 : Image par résonance magnétique du cerveau d’une femme bangladaise de 
36 ans atteinte par le virus Nipah. L’image montre des anomalies de signal diffuses, 
confluentes en zones corticale et subcorticales. Extrait de (Sejvar et al, 2007). 
Chez le porc et le cheval, les lésions sont majoritairement pulmonaires avec des 
niveaux variables de consolidation, de l’emphysème et des hémorragies pétéchiales ou des 
suffusions. Le cerveau peut présenter une congestion généralisée associée à de l’œdème. 
Plus rarement, les reins sont aussi congestionnés (Mohd Nor et al, 2000; Murray, Rogers, et 
al, 1995). 
2. Microscopiques 
A l’histologie, les lésions observées sont principalement de types hémorragique et 
nécrotique, même si le caractère majeur signant la présence des Henipavirus dans les tissus 
est la formation de cellules géantes multinuclées appelées syncytia. Ces syncytia sont issus 
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de la fusion de plusieurs cellules et sont généralement identifiables par la présence de 
plusieurs noyaux, rassemblés au centre d’un cytoplasme abondant ou organisés en couronne 
(cf. Figure 18). 
 
Figure 18 : Syncytium observé dans le tissu pulmonaire d’un porc infecté par le virus 
Nipah. Les flèches montrent des inclusions virales éosinophiliques. Barre = 50 μm. Tiré de 
(Hooper et al, 2001). 
Les lésions sont observées dans de nombreux organes (cerveau, poumons, rate, 
reins, cœur, foie) et concernent fréquemment l’endothélium vasculaire. La vascularite 
associée à l’infection par le virus Nipah se caractérise par une destruction de l’endothélium, 
une nécrose murale souvent fibrinoïde, de la karyorrhexie et une infiltration inflammatoire 
de la paroi vasculaire par des polynucléaires neutrophiles et des cellules mononucléaires 
(Wong et al, 2002a) (cf. Figure 19). 
 
Figure 19 : Vascularite dans un vaisseau pulmonaire humain. La flèche noire montre 
un syncytium de cellules endothéliales et la flèche blanche montre une infiltration 
leucocytaire transmurale. Tiré de (Wong et al, 2002a). 
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Dans le système nerveux central, les principales lésions observables consistent en la 
présence de vascularite, thrombose, nécrose du parenchyme et inclusions virales. Les 
plaques nécrotiques corrèlent en termes de forme et de taille avec les lésions observées par 
IRM et sont retrouvées à la fois dans la substance noire et dans la substance blanche. Les 
infiltrats inflammatoires sont composés de polynucléaires neutrophiles, de macrophages, de 
lymphocytes et de cellules microgliales activées. Dans les cas de rechute, les lésions du 
parenchyme sont plus grandes et confluentes, parfois hémorragiques et associées à une 
perte neuronale sévère. On ne retrouve néanmoins pas de vascularite dans ces cas. 
Dans le poumon, les lésions les plus fréquentes sont des vascularites et de la nécrose 
fribrinoïde alvéolaire. Ces lésions sont parfois associées à de l’œdème, des hémorragies et 
une inflammation sévère de l’épithélium bronchique. La rate présente une disparition de la 
pulpe blanche, de la nécrose et une inflammation aiguë des manchons périartériels. De 
nombreux syncytia sont généralement observables dans la rate. Dans les nœuds 
lymphatiques, on observe de grandes cellules réactives mononucléaires, de la nécrose et de 
l’hémophagocytose. Plus rarement, on peut voir des syncytia dans la zone bordant les sinus 
sous-capsulaire du nœud lymphatique. Dans les reins, la lésion la plus fréquente est une 
nécrose fibrinoïde des glomérules. Dans certains cas, la totalité des glomérules peuvent être 
détruits par l’inflammation. La vascularite, la thrombose et l’inflammation interstitielle 
généralement observées dans les autres organes sont moins fréquentes dans le rein, et les 
syncytia sont rares et en périphérie des glomérules. Dans le cœur, on observe assez peu de 
lésions, principalement de la vascularite rarement associée à des infarctus. Chez l’homme, 
aucune lésion particulière n’a été observée dans les autres organes. 
IV.  Diagnostic de certitude en laboratoire 
Les informations de cette partie sont entièrement tirées des recommandations et 
procédures officielles formulées par l’Office International des Epizooties (OIE) dans son 
Manuel des tests diagnostiques et vaccins pour les animaux terrestres de 2008 (Anon, 2008). 
A. Identification de l’agent pathogène 
1. Isolement du virus et caractérisation 
L’isolement des Henipavirus n’est pas chose aisée si l’on veut garantir au 
manipulateur des conditions de sécurité optimale. En effet, en raison du classement de ce 
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pathogène au niveau 4 de biosécurité, l’ensemble des prélèvements devrait se faire en 
scaphandre étanche autonome. Compte-tenu des risques liés au prélèvement, l’isolement 
viral n’est vraiment pertinent que lors de l’apparition d’un tout nouveau cas ou d’une 
nouvelle épidémie ; particulièrement dans les pays ou les régions géographiques où 
l’infection n’a pas été documentée auparavant. Pour faire un suivi du réservoir sauvage, on 
privilégiera soit une réponse sérologique, soit l’identification positive par PCR, soit 
l’isolement à partir d’animaux capturés. 
L’isolement du virus est facilité par le fait que le virus Nipah se multiplie rapidement à 
haut titre en culture de cellules. Les cellules rénales de singe vert africain (Vero) et de lapin 
(RK-13) sont particulièrement sensibles. Un effet cytopathogène (ECP) se développe 
habituellement en 3 jours, mais un deuxième passage après 5 jours est recommandé avant 
de déclarer un échantillon négatif. En condition de faible multiplicité d’infection, l’ECP est 
caractérisé par la formation de syncytia qui peuvent, après 24 à 48 h, contenir 60 noyaux ou 
plus. Les syncytia formés par le virus Nipah sur les monocouches de cellules Vero sont 
significativement plus grands que ceux induits par le virus Hendra pendant le même délai. La 
distribution des noyaux dans les syncytia induits par le virus Nipah au début de l’infection 
ressemble à celle induite par le virus Hendra, avec les noyaux agglomérés au centre du 
syncytium. Ensuite, les noyaux dans les syncytia mûrs sont distribués en couronne au 
pourtour de la cellule géante. 
L’identification définitive du virus pourra se faire par coloration immunologique des 
cellules fixées, sachant qu’il existe une réaction croisée entre les virus Hendra et Nipah en 
cas d’utilisation d’un antisérum polyclonal. On privilégiera l’utilisation d’anticorps 
monoclonaux spécialement générés pour discriminer les deux virus. Le titre élevé généré par 
les virus Hendra et Nipah dans les cellules in vitro permet aussi leur visualisation dans le 
milieu de culture par microscopie électronique en contraste de phase négatif sans étape de 
concentration par centrifugation. La détection de complexes virus-anticorps par immuno-
microscopie électronique fournit des informations précieuses sur la structure du virus et la 
réactivité antigénique, même durant le premier isolement du virus. D’autres techniques 
ultrastructurales sont possibles. La culture cellulaire sur grille peut être réalisée. Dans cette 
technique, les cellules sont cultivées, infectées et visualisées sur des grilles au microscope 
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électronique. Il est aussi possible d’identifier la réplication des virus et des corps d’inclusion 
dans des coupes ultrafines de cultures cellulaire fixées. 
2. Test de séroneutralisation virale : différenciation entre 
virus Hendra et virus Nipah 
Les tests de neutralisation reposent sur des méthodes de quantification. L’antisérum 
anti-Hendra neutralise le virus Hendra à une dilution généralement 4 fois plus grande que 
celle qui neutralise le virus Nipah. Réciproquement, pour le virus Nipah. Une nouvelle 
version du test de séroneutralisation différentielle a été décrite récemment qui évite la 
manipulation de virus infectieux par l’emploi de microbilles liées à l’éphrine-B2. Bien que ce 
test doive encore être validé formellement, il apparaît d’ores et déjà comme un outil de 
criblage utile dans les pays qui ne possèdent pas de structures de confinement de niveau 4. 
3.  Méthodes de reconnaissance basée sur les acides 
nucléiques 
Les génomes des deux virus Hendra et Nipah ont été entièrement séquencés, et des 
méthodes basées sur des PCR ont été utilisées pour détecter les virus et ont été validées 
dans un certain nombre de laboratoires. La PCR en temps réel apparaît être une approche 
sensible et utile pour la détection du génome d’Henipavirus dans les échantillons. En termes 
de sécurité, cette méthode présente l’avantage de ne pas nécessiter la multiplication de 
virus infectieux vivant. Les protocoles et les amorces dépendent du plateau technique et des 
produits chimiques disponibles dans les laboratoires.  
4. Détection d’antigènes d’Henipavirus dans des tissus 
fixés pour immunohistochimie 
L’immunohistochimie s’est révélée être une des épreuves les plus utiles dans la 
détection des virus Hendra et Nipah. Effectuée sur des tissus ou des cellules fixées au formol, 
cette méthode offre l’avantage d’être sûre du point de vue de la biosécurité. Elle permet par 
ailleurs des investigations rétrospectives sur du matériel archivé. Comme la réplication virale 
et la lésion primaire se produisent dans l’endothélium vasculaire, il existe une large gamme 
de tissus dans lesquels les antigènes des virus Hendra et Nipah peuvent être détectés. 
Idéalement une soumission pour l’immunohistochimie doit inclure des échantillons de 
différentes parties du cerveau, du poumon, des nœuds lymphatiques médiastinaux, de la 
rate et du rein. Chez les animaux gestants, l’utérus, le placenta et des tissus fœtaux doivent 
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être inclus. Plusieurs antisérums anti- Hendra et Nipah peuvent être utilisés dans les études 
immunohistochimiques des tissus infectés, mais les sérums de lapin anti-Hendra et Nipah 
purifiés par la méthode des plages se sont révélés être particulièrement efficaces. Quelques 
AcMs sont aussi disponibles. Un système de détection biotine-streptavidine lié à une 
peroxydase est aussi envisageable. Le système de détection préféré est un réactif lié à un 
polymère dextran anti-lapin/anti-souris conjugué à une phosphatase alcaline. 
B. Epreuves sérologiques 
Dans les laboratoires réalisant des épreuves sérologiques surtout lors d’épidémies, 
plusieurs stratégies ont été adoptées pour réduire le risque d’exposition du personnel de 
laboratoire aux virus Hendra et Nipah. Les sérums peuvent être irradiés aux rayons gamma 
(6 kiloGrays) ou dilués au 1/5 dans du PBS contenant 0,5 % de Tween 20 et 0,5 % de Triton-
X100 et inactivés par la chaleur à 56 °C pendant 30 min. Le protocole choisi le sera sur la 
base d’une évaluation du risque. Les échantillons à des fins de surveillance et pour la 
certification dans le but de mouvement d’animaux sont considérés comme présentant un 
risque pour la biosécurité plus faible que ceux soumis pour recherche de la maladie. Dans 
certaines circonstances, l’inactivation par la chaleur peut être retenue comme précaution 
suffisante. Cependant, il est préférable d’avoir une approche harmonisée et normalisée pour 
la gestion de tous les échantillons plutôt que plusieurs méthodes différentes. 
1.  Test de séroneutralisation du virus 
Les Henipavirus peuvent être quantifiés par des tests de plage de lyse, de 
microtitrage ou de plages colorées immunologiquement. Ces tests peuvent être modifiés 
pour détecter les anticorps spécifiques du virus (voir ci-dessus). Le test de neutralisation 
virale (SN) est accepté comme étant le test de référence.  
2. Épreuves immuno-enzymatiques 
En 1994, pour répondre à l’épidémie initiale à virus Hendra, un ELISA indirect a été 
développé. L’antigène était produit à partir de cellules infectées par le virus Hendra. En 
1999, le programme national de surveillance des porcs en Malaisie recourait à un ELISA 
similaire. Par la suite et afin de contrôler les niveaux élevés d’activité de liaisons non 
spécifiques dans les sérums porcins, un ELISA modifié a été mis au point. Celui-ci était basé 
sur la réactivité relative des sérums avec l’antigène du virus Nipah par rapport à leur 
réactivité avec un antigène témoin obtenu par le traitement de cellules Véro non infectées. 
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Au Center for Diseases Control à Atlanta (USA), une double approche sérologique a été mise 
en œuvre. Un ELISA indirect était utilisé pour la détection des IgG. Un ELISA de capture 
permettait quant à lui la détection des IgM. Un ELISA utilisant un antigène recombinant de la 
nucléocapside a été décrit pour le virus Nipah, qui permet aussi de différencier entre les IgM 
et IgG. La spécificité de l’ELISA indirect pour le virus Nipah (98,4 %) signifie que, dans les 
programmes de surveillance, le test va générer des faux positifs. Ce n’est pas un problème 
significatif en face d’une épidémie de virus Nipah où une grande proportion des porcs est 
infectée et dont le but de la surveillance est de détecter les fermes infectées. Cependant, ce 
niveau de spécificité est un problème réel en dehors du contexte épidémique ou si le 
nombre d’échantillons à tester est limité. Si un résultat positif en ELISA était indicatif d’une 
véritable infection, l’absence de mesures adéquates et le délai de réponse peuvent conduire 
à une dispersion du virus et à des décès humains. Au contraire, les mesures de contrôle 
initiales excessives en réponse à un faux positif résultant de l’ELISA constitueraient une 
fausse alerte et des dépenses inutiles. L’approche courante consiste à tester tous les sérums 
positifs en ELISA par le test de SN, avec des sérums témoins positifs au test de SN. Un test de 
SN de confirmation doit être fait sous conditions de biosécurité P4 et ceci peut nécessiter un 
envoi des échantillons dans un laboratoire reconnu. 
V. Prophylaxie et traitement 
A. Prophylaxie socio-environnementale 
La toute première prophylaxie ayant fait preuve d’efficacité est d’ordre socio-
environnemental. En effet, en empêchant le contact avec le réservoir que sont les chauves-
souris frugivores, on évite une contamination des populations. La déforestation liée à 
l’intensification de l’agriculture constitue un facteur d’émergence important mais reste 
difficile à contrôler. Néanmoins, la superposition des vergers avec les zones d’élevages 
porcins ou équins peut être évitée afin de limiter la contamination de ces hôtes 
intermédiaires. En application de ces mesures, l’élevage de porc est interdit dans 7 provinces 




Figure 20 : Natte de bambou couvrant le dispositif destiné à récolter le sirop de palme 
et empêchant l’accès des chauves-souris. Tiré de (Salah Uddin Khan et al, 2011). 
Au Bangladesh, où le principal mode de contamination est lié à la consommation de 
sirop de palme, la commercialisation de ce jus a été provisoirement interdite (Mcneil, 2011). 
Une solution moins draconienne consiste à favoriser l’emploi de nattes de bambous pour 
protéger les sites de saignée sur les palmiers (Nahar et al, 2010) (cf. Figure 20). Cette 
technique, pourtant utilisée de façon ancestrale, avait peu à peu disparu par souci 
d’économie de travail. Sa réhabilitation constitue à l’heure actuelle la meilleure prophylaxie 
existante. 
B. Prophylaxie sanitaire 
La prophylaxie sanitaire est relativement efficace mais intervient souvent lorsque 
l’épidémie est déjà bien déclarée. Elle passe par une sensibilisation massive des populations 
aux règles de bonne pratique d’hygiène. Lors de l’épidémie malaisienne, les 
recommandations ont été diffusées par l’intermédiaire de la télévision, la radio, les écoles et 
la presse. Les autorités malaisiennes ont fait éditer des posters, livrets et dépliants explicatifs 
dans différentes langues qui ont été largement diffusés auprès des populations. Un site 
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internet et une ligne téléphonique dédiée ont même été mis en place (Chua, 2010). En 
outre, l’euthanasie préventive des animaux issus des foyers infectieux est une solution 
drastique mais relativement efficace. 
Les Henipavirus étant des virus enveloppés, ils sont très sensibles à l’action des 
détergents. L’utilisation intensive de savons et détergents est une mesure à faible coût qui 
permet une diminution de la pression d’infection. Elle doit être appliquée à la fois sur les 
personnes (hygiène des mains notamment) et sur les outils au contact avec des matières 
infectieuses (couteaux, outils d’abattoir mais aussi matériel médical). Le port de vêtements 
de protection jetables à manches longues, de gants, de masques, de lunettes de protection 
et de bottes est fortement recommandé à toute personne pouvant se retrouver 
accidentellement avec du matériel infectieux (aérosols, urine, sécrétions, …). 
C. Prophylaxie médicale 
Il n’existe à ce jour aucune prophylaxie médicale connue pour l’homme. Les 
tentatives de création de vaccins ne permettent pas d’envisager une application humaine à 
court terme (Guillaume et al, 2004; Walpita et al, 2011) même si un vaccin recombinant 
utilisant un vecteur Canarypox s’avère très prometteur chez le porc (Weingartl et al, 2006). 
Des peptides capables d’inhiber de façon compétitive la fusion de l’enveloppe du virus avec 
celle de la cellule ont vu le jour récemment et leur étude est encore en cours (Porotto et al, 
2010). Une autre approche plutôt originale a été tentée avec la fabrication de 
« protocellules » qui servent de leurres. Le virus entre à l’intérieur de ces cellules artificielles 
grâce à l’expression des protéines d’attachement Ephrine B2 se trouvant en surface. Une fois 
à l’intérieur de cette fausse cellule, le virus se retrouve piégé et ne peut plus en sortir 
(Porotto et al, 2011). Dans le cas de Hendra, un vaccin commercial pour le cheval a déjà vu le 
jour. Il s’agit d’un vaccin sous-unité de la protéine G recombinante de Hendra (Pallister et al, 
2011) commercialisé par Zoetis. 
D. Traitement 
Il n’existe à ce jour encore aucun traitement qui soit approuvé pour le traitement 
d’une infection aux Henipavirus. Néanmoins, des pistes prometteuses sont envisagées avec 
l’utilisation d’un anticorps monoclonal humain dirigé contre la protéine G du virus (Zhu et al, 
2006; Zhu et al, 2008). Cet anticorps a été testé avec succès chez le furet avec le virus Nipah 
(Bossart et al, 2009) et chez le singe avec le virus Hendra (Bossart et al, 2011). Les fortes 
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doses utilisées dans ces études et l’absence de suivi sur le long terme ne permettent 
cependant pas d’envisager une utilisation immédiate chez l’homme. 
VI. Contexte d’étude 
A. Classification du virus au niveau 4 de biosécurité 
L’étude des Henipavirus n’est pas chose aisée. En effet, le taux de létalité 
particulièrement élevé et l’absence de traitements prophylactique et thérapeutique ont 
conduit les autorités internationales à classer les Henipavirus comme agents pathogènes de 
niveau 4 sur l’échelle de dangerosité microbiologique de l’OMS (cf. Tableau 3). Cette 
classification s’accompagne de mesures de confinement extrêmement strictes auxquelles, 
en France, seul le laboratoire P4 « Jean Mérieux » de Lyon est capable de répondre. Ce 
laboratoire est encore aujourd’hui la structure de ce niveau de confinement offrant la plus 
grande capacité d’expérimentation en Europe. 
Tableau 3 : Classification des micro-organismes infectieux par groupe de risque 
(OMS)(Organisation mondiale de la santé, 2005) 
• Micro-organisme qui, selon toute probabilité, ne peut causer de maladie humaine ou animale. 
Groupe de risque 1 (risque faible ou nul pour les individus ou la 
collectivité) 
• Germe pathogène capable de provoquer une maladie humaine ou animale mais qui ne présente 
vraisemblablement pas un sérieux danger pour le personnel de laboratoire , la collectivité, le 
bétail ou l’environnement. Une exposition en laboratoire est susceptible d’entraîner une 
infection grave, mais qui peut être traitée ou prévenue efficacement; par ailleurs le risque de 
propagation de l’infection est limité. 
Groupe de risque 2 (risque modéré pour les individus, faible pour la 
collectivité) 
• Germe pathogène qui cause habituellement une grave maladie humaine ou animale, mais qui 
ne se transmet généralement pas d’un individu à l’autre. Il existe un traitement et des mesures 
préventives efficaces. 
Groupe de risque 3 (risque important pour les individus, faible pour la 
collectivité) 
• Germe pathogène qui cause habituellement une grave maladie humaine ou animale et peut se 
transmettre facilement d’un individu à l’autre, soit directement, soit indirectement. Il n’existe 
généralement ni traitement, ni mesures préventives efficaces. 




B. Le travail en conditions P4 
Pour protéger efficacement les scientifiques qui travaillent sur les pathogènes de 
niveau 4 ainsi que les populations environnantes au laboratoire, le système de biosécurité 
du laboratoire est principalement basé sur l’existence de plusieurs niveaux d’enceintes 
hermétiques, dont la liaison est assurée par des sas de décontamination, et sur l’utilisation 
d’un système de contrôle des pressions. Les chercheurs ne travaillent jamais seuls et sont 
équipés d’un scaphandre étanche maintenu en surpression pour les protéger de toute 
contamination en cas de rupture éventuelle. Le laboratoire est lui-même maintenu en 
dépression afin de protéger l’environnement de toute fuite accidentelle. De plus, tous les 
déchets produits sont totalement inactivés chimiquement et stérilisés à la vapeur. L’air 
extrait est purifié par un système de double filtration absolue. 
C. Comparaison des deux souches de virus Nipah existantes 
Compte tenu de sa classification au niveau 4 de biosécurité, une des difficultés 
majeures liée à la recherche sur le virus Nipah concerne la disponibilité des souches virales. 
L’intégralité des travaux présentés dans cette thèse se fonde sur l’utilisation de la souche 
Nipah isolée en 1998 lors de la première épidémie en Malaisie.  
Tableau 4 : Homologie prédictive des différentes protéines virales entre les souches 
malaisiennes et bangladaises du virus Nipah (Harcourt et al, 2005). 
Protéine virale % d’homologie prédictive 
N 98,3 % 
P 92 % 
V 92,5 % 
W 100 % 
C 95,2 % 
M 98,9 % 
F 98,4 % 
G 95,5 % 
L 98,2 % 
Malheureusement, le laboratoire n’a pas eu accès que très récemment aux souches 
plus récentes des épidémies bangladaises qui présentent une homologie du génome viral de 
91,8% avec la souche malaisienne (Harcourt et al, 2005). L’homologie prédictive des 
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différentes protéines virales est supérieure à 92% (cf. Tableau 4). Dans ce contexte, on peut 
imaginer que la souche actuelle qui sévit au Bangladesh réagit un peu différemment de celle 
qui est apparue initialement en Malaisie. Ceci constitue par ailleurs une des limites de notre 
étude. 
D. Les enjeux économiques liés aux épidémies de virus Nipah 
Lors de la première épidémie en Malaisie en 1998-1999, les mesures sanitaires prises 
par les autorités malaisiennes ont conduit à l’abattage de 1,1 millions de porcs (Mohd Nor et 
al, 2000). En dehors de la perte sèche pour l’industrie porcine estimée à 65,6 millions 
d’euros, c’est toute l’économie malaisienne qui a été malmenée. Ainsi, l’industrie de 
l’alimentation du bétail, le secteur agro-alimentaire (et particulièrement la portion huiles et 
graisses), le commerce de gros et de détail ou encore le secteur des transports ont tous subi 
des dommages qui portent l’estimation globale de cette crise à un coût de 126,8 millions 
d’euros (Hosono et al, 2006). Néanmoins ces chiffres sous-estiment encore largement le 
coût réel qui comprend les frais d’abattage et d’assainissement, les compensations pour les 
éleveurs … Une étude publiée en 2003 (Lam, 2003) a estimé que cette crise a affecté le 
travail de 8500 personnes travaillant dans le secteur porcin, 9400 personnes 
supplémentaires travaillant dans les industries associées et 300000 personnes d’autres 
secteurs concernés par la crise soit un total de près de 318000 personnes mises au chômage 
ou dont les fermes et entreprises ont fait faillite. 
Au Bangladesh, les autorités ont interdit la vente de sirop de palme frais sur toute la 
surface du territoire depuis mars 2011(Mcneil, 2011). La perte économique liée à cette 
interdiction pourrait s’élever à plus de 20 millions d’euros et avoir des conséquences 
dramatiques sur l’économie agricole déjà fragile de ce pays en voie de développement. 
E. Utilisation des Henipavirus comme agents de bioterrorisme 
A cause de leur fort potentiel destructeur, leurs signes cliniques neurologiques 
flagrants, leur taux de létalité parmi les plus élevés du monde et la facilité déconcertante 
avec laquelle on peut les cultiver à haute concentration (Lee, 2007), les Henipavirus ont très 
vite été envisagés comme une arme potentielle de bioterrorisme (Lam, 2003). Bien qu’une 
transmission interhumaine ait été clairement identifiée avec la souche bangladaise du virus 
Nipah (Homaira et al, 2010), l’agro-bioterrorisme reste l’hypothèse la plus plausible et la plus 
destructrice car la morbidité chez le porc est proche de 100% (Mohd Nor et al, 2000). Ce 
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virus serait donc capable de réduire à néant toute la filière porcine et les industries plus ou 
moins directement dépendantes de l’industrie porcine en l’espace de quelques semaines. 
Les infections humaines secondaires seraient dans ce cas inévitables. Le virus Nipah a été 
classé par le Center for Disease Control (CDC) d’Atlanta (Etats-Unis) comme agent pathogène 
potentiel de bioterrorisme (Center for Disease Control, s. d.) au niveau 3 de priorité. Cette 
classification a permis d’augmenter considérablement les crédits alloués à la recherche sur 
ce pathogène et autoriser son étude dans les laboratoires P4 militaires, aux Etats-Unis 
notamment. En France, la Direction Générale de l’Armement finance une partie des projets 
de recherche ayant lieu dans le laboratoire P4 « Jean Mérieux » de Lyon, dont cette thèse. 
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Partie II. Objectifs 
La compréhension des mécanismes de pathogenèse des Henipavirus est un des 
éléments indispensables pour assurer une meilleure prise en charge médicale, 
épidémiologique, économique et sociale dans les zones d’endémies et d’enzooties virales. 
Par ailleurs, cette compréhension profite aussi à l’ensemble de la communauté 
internationale car le risque représenté par l’utilisation des Henipavirus en tant qu’agents de 
bioterrorisme, ou par une mutation virale à l’origine d’une souche pandémique n’est pas 
exclu. Cette compréhension passe par l’étude du comportement viral face à différentes 
situations, particulièrement lors de son entrée et sa phase de dissémination. 
Des travaux précédents de notre laboratoire ont montré que le virus était capable de 
se disséminer au sein de l’organisme par un mécanisme de trans-infection (Mathieu et al, 
2011). Ce mode de diffusion rapide du virus dans l’ensemble de l’organisme est encore à ce 
jour mal compris et l’on ne sait toujours pas quelles sont les modalités de sa mise en œuvre. 
L’implication de ce mécanisme dans la pathogénèse virale est néanmoins particulièrement 
important. Nous essayons donc d’identifier le rôle des héparanes sulfates dans ce 
phénomène et tâchons de caractériser des composés nous permettant de tirer parti de ces 
mécanismes, dans une optique prophylactique et/ou thérapeutique. Néanmoins, seule une 
prise en charge efficace de l’infection par le système immunitaire permet à un individu 
infecté de se débarrasser du virus. Ces mécanismes restent toujours mal compris dans le 
cadre d’une infection par les Henipavirus, et les modèles animaux existants jusqu’à présent 
ne permettent pas de résoudre ce problème. 
En effet, les Henipavirus sont capables d’infecter une vaste proportion de 
mammifères (K. P. Dhondt et Horvat, 2013). Parmi ceux-ci, la souris fait office d’exception 
car, bien qu’elle soit infectable par le virus (Dups et al, 2014), elle ne présente qu’une 
infection subclinique rapidement résolue (sauf dans le cas d’une immunodépression liée à 
l’âge par exemple (Dups et al, 2012)). Pour mieux comprendre l’immunopathogénèse virale, 
nous souhaitons donc mettre à profit ces données en utilisant des souris déficientes pour 
certaines voies de l’immunité afin d’identifier les éléments immunitaires critiques pour leur 
survie. Ces résultats nous apportent donc des réponses sur les composants du système 
immunitaire les plus efficaces, à l’origine d’une éradication totale du virus chez l’hôte. 
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L’identification de ces facteurs pourra nous permettre de recentrer les stratégies de 
développement de vaccins ou d’antiviraux en se focalisant sur ces points majeurs de la 
réponse immunitaire. Cette stratégie nous apporte des éléments de réponses intéressants à 
l’échelle de l’individu mais ne nous permettent cependant pas de comprendre la finesse des 
mécanismes d’interactions moléculaires hôte/pathogène mis en jeu lors de l’infection. 
Les Henipavirus sont connus pour leur capacité à perturber les voies de signalisation 
de l’immunité innée par l’intermédiaire de leurs protéines non structurales que sont les 
protéines V, W et C (Yoneda et al, 2010). Dans une moindre mesure, la protéine P, qui 
partage une partie de sa portion N-terminale avec V et W, peut aussi intervenir dans cette 
perturbation. Cette perturbation met en cause la réponse immunitaire innée de l’hôte et 
impacte donc fortement la pathogénèse virale. Ces perturbations ont déjà largement été 
démontrées sur les voies de production et de signalisation de l’interféron de type I (IFN-I) 
mais, à ce jour, les voies de signalisation de NF-κB, un facteur de transcription impliqué dans 
un très grand nombre de processus inflammatoires, n’ont encore pas été explorées pour le 
moment. Des résultats de transcriptomique, obtenus précédemment par notre équipe 
(Mathieu, Guillaume, Volchkova, et al, 2012a), suggèrent l’importance de NF-κB et de sa 
perturbation par les protéines non structurales virales. Nous proposons donc de mettre au 
point une approche pour étudier les effets des protéines non structurales du virus Nipah 





Partie III. Ro le des He paranes 
Sulfates dans l’infection par les 
Henipavirus 
I. Les Héparanes sulfates 
Les Héparanes sulfates (HS) sont des Glyco-Amino-Glycanes (GAG) ubiquitaires 
exposés à la surface des cellules eucaryotes. Ils sont composés d’une répétition de motifs 
disaccharidiques d’acide D-glucuronique et de N-acétyl-D-glucosamine auxquels peuvent se 
greffer des groupes sulfates. Ces molécules, fortement ramifiées, flexibles et chargées 
négativement, ont la capacité de fixer un grand nombre de protéines à la surface des cellules 
(Bishop et al, 2007). Cette propriété est à l’origine de l’implication des HS dans de nombreux 
processus biologiques, autant physiologiques que pathologiques. Ainsi, la liaison de 
l’antithrombine III aux HS induit un changement de conformation de cette protéine, à 
l’origine de son activation, qui lui permettra de lier et d’inhiber le facteur de coagulation Xa 
(Petitou et al, 2003). Etant donné leur très large distribution dans l’organisme et leur 
capacité à lier un grand nombre de protéines, les HS sont utilisées par un grand nombre 
d’agents pathogènes comme site de fixation à la surface des cellules. Ainsi, on retrouve des 
parasites tels que Plasmodium falciparum ou Toxoplasma gondii, des bactéries telles que 
Bordetella pertussis, Staphylococcus aureus ou Helicobacter pylori et des virus tels que le 
Virus de l’Immunodéficience Humaine –I (HIV-I), les virus de l’Herpès, le virus de la Dengue, 
le virus de la fièvre aphteuse ou encore des adénovirus (Vives et al, 2006). Dans le cadre 
d’une infection virale, les HS peuvent agir directement en tant que récepteurs viraux 
d’attachement et d’entrée, comme dans le cas du virus Herpès Simplex – I (HSV-I) (Shieh et 
Spear, 1994), ou en tant que corécepteurs, facilitant l’accès au récepteur spécifique et 
augmentant la concentration de particules virales à la surface de la cellule, comme dans le 
cas de HIV-I. Enfin les HS peuvent aussi jouer un rôle de protection des virions. En effet, il a 
été montré avec HIV-I que les virions pouvaient se retrouver « stockés » à la surface des 
cellules endothéliales non permissives pendant plusieurs jours sans perte d’infectiosité puis 




Dans cette partie, nous proposons d’identifier le rôle des HS dans l’infection aux 
Henipavirus et de proposer un inhibiteur d’infection basé sur ces découvertes. 
II. Amélioration de l’infection sous la dépendance des 
Héparanes sulfates 
Récemment, notre équipe a pu démontrer que le virus Nipah est en mesure d’utiliser 
un récepteur d’attachement à la surface des leucocytes différent de son récepteur d’entrée. 
Cette propriété permettrait au virus d’être protégé à la surface des leucocytes et de se 
disséminer dans tout l’organisme via le flux sanguin. Il s’agit donc d’un mécanisme 
d’infection en trans (Mathieu et al, 2011). Dans ce travail nous avons montré que les HS sont 
des récepteurs d’attachement à la fois pour le virus Nipah et le virus Hendra. En effet, dans 
un premier temps, nous avons montré que les cellules ne possédant pas d’HS sont 
incapables d’opérer une trans-infection et que leur infection est fortement réduite. Par des 
techniques de résonance plasmonique de surfaces, nous avons montré que des pseudo-
particules virales pseudotypées avec la glycoprotéine G du virus Nipah sont capables de se 
fixer spécifiquement aux HS et à l’héparine mais pas aux autres GAGs. De plus, l’héparine (un 
analogue des HS) est capable de bloquer l’interaction entre le virus et les HS et, ce faisant, 
d’inhiber les mécanismes de trans-infection. L’héparine est aussi capable de se lier à EFNB3, 
un des récepteurs d’entrée du virus, et de réduire l’infection de cellules permissives in vitro. 
Enfin, l’utilisation d’héparine dépourvue de sa capacité anticoagulante chez le hamster a 
permis d’en améliorer la survie, permettant d’envisager l’utilisation de composés optimisés 
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Nipah and Hendra virus are emerging zoonotic and highly pathogenic 
paramyxoviruses, belonging to the genus Henipavirus. They infect humans as well as 
numerous mammalian species. Both viruses use ephrin-B2 and B3 as cell entry receptors and 
following the initial entrance into an organism, they are capable of rapid transmission 
through the host. We have previously reported that Nipah virus can use another attachment 
receptor different from its entry receptors, to bind to non-permissive circulating leukocytes, 
thereby promoting viral dissemination within the host. Here, this receptor was identified as 
heparan sulfate for both Nipah and Hendra virus. Cells devoid of heparan sulfate were not 
able to mediate Henipavirus transinfection and showed reduced permissivity to infection. 
Virus pseudotyped with Nipah virus glycoproteins bound heparan sulfate and heparin but no 
other glycosaminoglycans in surface plasmon resonance assay. Furthermore, heparin was 
able to inhibit the interaction of the viruses with the heparan sulfate and to block cell-
mediated transinfection of Henipavirus. Moreover, heparin bound to ephrin-B3 and 
restrained infection of permissive cells in vitro. Consequently, treatment with heparin, 
devoid of anticoagulant activity, improved the survival of Nipah-infected hamsters. 
Altogether, these results reveal heparan sulfate as new attachment receptor for Henipavirus 
and suggest it as a potential therapeutic target for the development of novel approaches 






Author Summary  
 
Henipavirus genus includes two closely related, highly pathogenic paramyxoviruses, 
Nipah and Hendra, which cause morbidity and mortality in animals and humans. 
Pathogenesis of Nipah and Hendra infections is poorly understood and efficient antiviral 
treatment is still missing. We have previously found that Nipah virus can use an attachment 
receptor, different from its entry receptors, to bind to non-permissive circulating leukocytes, 
thereby promoting viral dissemination within the host. Here, we identify this attachment 
molecule as heparan sulfate for both Nipah and Hendra virus. Accordingly, heparin was able 
to inhibit the interaction of the viruses with the heparan sulfate and to block cell-mediated 
transinfection of Henipavirus. Moreover, heparin bound also to viral entry receptor and 
thereby restrained infection of permissive cells in vitro. Consequently, heparin treatment 
improved survival of Nipah-infected hamsters. These results reveal heparan sulfate as new 
attachment receptor for Henipavirus and open novel perspectives for development of 








   Introduction  
   Nipah virus (NiV) and the closely related Hendra virus (HeV) are emerging zoonotic 
pathogens classified in a new Henipavirus genus, belonging to the Paramyxoviridae family. 
Both viruses cause considerable morbidity and mortality in numerous mammalian species, 
including humans. HeV first appeared in 1994 in Australia [1], while NiV emerged in South 
East Asia in 1998 [2], causing regular outbreaks with very high mortality rate, varying 
between 50 and 100% [3]. The natural hosts for both viruses are fruit bats (Pteropidae 
family), with wide distribution in Australia, South-East Asia, India and Africa. Potential new 
virus spillovers thus present a constant risk for future outbreaks [3]. The endotheliotropism 
of these Henipavirus is responsible of systemic infections with generalized vasculitis, and 
may be associated to severe acute respiratory syndrome and encephalitis [3]. Both viruses 
are classified as biosafety level 4 pathogens and present important biosecurity threats [4]. 
There is currently neither vaccine nor treatment approved against human Henipavirus 
infection. 
   Henipaviruses feature two membrane glycoproteins: the attachment protein (G), 
which binds Ephrin (EFN) B2 and/or EFN-B3 entry receptors, common for both NiV and HeV 
[5,6,7] and the fusion protein (F) responsible of virus entry into the cell cytoplasm by fusion 
of viral and cellular membranes. NiV has been found to use another unknown attachment 
receptor to bind to non-permissive circulating leukocytes, thereby promoting viral 
dissemination within the host and transinfection of permissive target cells [8]. This receptor 
was sensitive to proteolytic degradation and virus internalization was not required for cell-
mediated transinfection. As proteoglycans are used by several viruses for binding to target 
cells [9,10], we investigated their potential role as Henipavirus attachment receptor.  
    Heparan sulfate (HS) is a complex and sulfated polysaccharide of the 
glycosaminoglycan (GAG) family, linked to ubiquitous core proteins of cell surface and 
extracellular matrix of all eukaryotes. HS is composed of a repetition of a D-glucuronic 
acid/N-acetyl-D-glucosamine disaccharide motif that can be further modified by addition of 
sulfate groups. HS has the ability to bind to a vast repertoire of proteins and is involved in 
many physiological as well as pathological processes [11]. In addition, HS long carbohydrate 
chains provide easily accessible binding sites for a wide range of pathogens, including 
viruses, bacteria and parasites [11,12]. Commercial heparin, widely used for its anticoagulant 
76 
 
properties, is a GAG that is chemically related to HS [13,14], and displays protein-binding 
properties similar to HS. 
  In this study, we show that both NiV and HeV can use HS as an attachment 
receptor to mediate transinfection. In addition, HS facilitates Henipavirus infection in cis and 
heparin can compete with the HS for the binding to the virus, thereby limiting both 
transinfection and infection itself. Finally, heparin significantly reduced NiV infection in 
hamsters, suggesting its potential use to treat Henipavirus infections. 
   Results 
   Henipavirus uses HS for transinfection  
   We first asked whether leukocytes could capture HeV and transmit it to susceptible 
cells in trans without being infected themselves (Fig. 1A). As we had previously found for NiV 
[8], peripheral blood lymphocytes (PBLs) also transmitted cell-attached HeV to susceptible 
cells, indicating that transinfection is a mechanism shared by both members of the 
Henipavirus genus.  
   The transinfection by leukocytes can also be mimicked by CHO cells [8] which are 
resistant to Henipavirus infection due to the lack of entry receptors EFNB2 and B3 [7]. The 
treatment of CHO-K1 cells with Heparinase 3 inhibited by >90% their transinfection 
properties. Accordingly, CHO-derived cell lines that lack expression of HS because of their 
deficiency in GAG biosynthesis enzymes [15] were also highly disabled to mediate 
transinfection of NiV (Fig. 1B). To further characterize the NiV-GAG interaction we compared 
the ability of virus particles pseudotyped with NiV G and F glycoproteins or vesicular 
stomatitis virus G (VSV-G) protein [8] to bind surfaces functionalized with HS analog heparin 
(HP), using surface plasmon resonance (SPR). We detected much more efficient binding of 
NiV pseudotyped virus particles, compared to control VSV-G pseudotyped virus (Fig. 1C), 
underlying the importance of NiV glycoproteins in the analyzed interaction. To assess 
specificity of NiV/GAG interaction towards HS, we compared by SPR the binding of NiV-
pseudotyped virus to surfaces functionalized with HS, heparin (HP) or dermatan sulfate (DS), 
another sulfated GAG (Fig. 1D). Although NiV-pseudotyped virus efficiently bound to HP and 
HS, we did not detect any interaction with the DS surface, suggesting an implication of 
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specific carbohydrate features. Altogether, these results suggested that NiV specifically uses 
HS as an attachment receptor to promote efficient transinfection.  
   Heparin is a competitive inhibitor of Henipavirus transinfection 
   As NiV-pseudotyped virus binds heparin in addition to HS (Fig. 1D), we next analyze 
the effect of heparin on the ability of PBLs and CHO-K1 to mediate NiV transinfection. 
Heparin reduced the transinfection property of PBLs and CHO-K1 cells by 80% and 90%, 
respectively (Fig. 2A). Strikingly, heparin was also active when applied after contact with the 
virus and both pre-treatment and post-treatment were effective to inhibit human PBL-
mediated transinfection of either NiV or HeV (Fig. 2B). Furthermore, heparin also prevented 
the binding of NiV to CHO-K1 cells by 99% as measured by cell-associated viral RNA in pre-
treatment regime, while the residual binding to the HS-defective pgsA-745 CHO cell line 
remained unaffected (Fig. 2C). These results indicated the ability of heparin to elute viral 
particles from cell-surface HS by competition. 
   Accordingly, soluble heparin was able to compete and inhibit pseudotyped NiV 
binding to immobilized HP or HS by SPR (Fig. 2D and data not shown) with 50% and ~100% 
reduction for 1 µg/ml and 10 µg/ml heparin respectively. Notably, other GAGs found on cell 
surface proteoglycans such as chondroitin sulfate (CS) A and C and dermatan sulfates (DS) 
were devoid of inhibition properties (Fig. 2E), revealing the specificity of the inhibition of NiV 
binding to HS by heparin. Finally, to determine which of two NiV membrane glycoproteins F 
or G are responsible for binding to heparin, the ability of HeLa cells stably expressing either 
NiV-F or -G to bind HP were analyzed by SPR (Fig. 2F). Despite the important background, 
probably due to presence of GAG-binding molecules at the surface of these cells, HeLa 
expressing NiV-G protein showed higher level of HP binding, compared to HeLa-NiV-F, which 
was indistinguishable from that of the parental HeLa cells. We conclude from these results 
that NiV transinfection requires binding to cell surface HS via NiV-G, a process that can be 
inhibited by competition using heparin.  
   HS facilitates Henipavirus infection in cis 
   As GAGs may play multiple roles in viral infection [11,16], we next investigated 
whether the HS could be directly involved in the Henipavirus infection in cis, in addition to its 
role in transinfection. The permissive Vero cells were treated with heparinase 3, to remove 
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the cell surface HS, prior to the infection with NiV. This resulted in a modest but significant 
reduction of the number of infected cells at 3 days post infection (Fig. 3A). Furthermore, the 
inhibition of HS sulfation in Vero cells by treating them with sodium chlorate significantly 
reduced their infection with both NiV (Fig. 3B) and HeV (Fig. 3C), the latter being much more 
sensitive to the sodium chlorate pretreatment than the former. Obtained results therefore 
suggest that HS sulfation status is determinant for the virus attachment to cells and 
infectivity.  
   Heparin inhibits infection in vitro 
   We then tested whether soluble GAGs could interfere with Henipavirus infection in 
cis. Heparin pretreatment of Vero cells reproducibly reduced the number of cells infected by 
either NiV or HeV (Fig. 4A). Furthermore, pretreatment of either cells or the virus was 
efficient, even with very low concentrations (5 µg/ml) (Fig. 4B). To distinguish the 
contribution of a heparin-mediated inhibition of NiV G binding to cell surface HS from 
binding to EFN-B2/3 entry receptor, HS-negative CHO-pgsA-745 cells stably expressing either 
EFN-B2 or B3 [7], were pretreated with 0.5 µg/ml of heparin and infected with NiV (Fig. 4C). 
Heparin treatment modestly, but significantly reduced the percentage of infected cells from 
both cell lines, indicating that this molecule may also directly inhibit or delay the binding of 
NiV to its entry receptors EFN-B2 and B3. This effect may be the consequence of direct 
heparin binding to EFN-B2 and/or B3, as recently suggested [17]. Indeed, SPR analysis 
suggested that both CHO-pgsA-745-EFN-B2 and B3 cells bound to heparin, in contrast to 
non-transfected cells (Fig. 4D) and proportionally to the level of expressed EFN-B2 and B3 
transcripts (Fig. 4E). Accordingly, soluble recombinant EFN-B3 bound to heparin in SPR as 
well (Fig. 4F), fitting a 1:1 Langmuir binding model and yielding a Kd of 16+6 nM for the 
interaction. Additional SPR analysis showed interaction of EFN-B3 with both HS and heparin, 
but not with chondroitin sulfate (data not shown). Thus, by its abilities to compete with HS 
to bind to NiV G and to interfere with EFN-B2/B3 receptors, heparin can restrict with both 
trans- and cis- infection by Henipavirus.  
   Heparin treatment restricts Nipah virus infection in animals 
   Well known for its anticoagulant properties, heparin binds and activates anti-
thrombin III (AT-III) through a specific pentasaccharide sequence [18,19]. To test the antiviral 
79 
 
effect of heparin during NiV infection in vivo and avoid potential hemorrhagic complications, 
we produced heparin lacking anticoagulant activity using periodate oxidation (PO-heparin) 
that alters integrity of the AT-III-binding pentasaccharide motif [13]. Since the PO-heparin 
inhibited lymphocyte-mediated NiV transinfection in vitro similarly to heparin (Fig. 5A), we 
tested the antiviral properties of the PO-heparin in the golden hamster model of NiV 
infection, which closely reproduces the NiV pathogenesis in humans [20]. While all non-
treated animals succumbed to the infection in less than 6 days, survival of PO-heparin-
treated group was increased (Fig. 5B), suggesting thus potential anti-viral properties of 
heparin like molecules in vivo. 
   Discussion 
   Rapid dissemination of Nipah and Hendra viruses in infected host may play a critical 
role in high Henipavirus pathogenicity. This report reveals HS as a cell surface attachment 
receptor for both NiV and HeV, implicated in the transinfection properties of leukocytes as 
well as in Henipavirus infection in cis. HS has been shown to bind many different viruses by 
interacting with either one or more viral glycoproteins. Interaction between HS and HIV-1 
envelope glycoprotein gp120 [21,22] and with vaccinia virus A27L protein [23] has been 
demonstrated. Furthermore, HS could bind measles virus hemagglutinin (H) [24], and the 
fusion (F) proteins of respiratory syncytial virus (RSV) [25] and human metapneumovirus 
[26]. In the case of bovine RSV and canine distemper virus, both H and F seem to interact 
with HS [27,28]. Our results suggest that NiV G interacts with HS. Although VSV G protein has 
been shown to interact with HS [29], our SPR analysis indicated that binding of NiV G to HS is 
of higher affinity. Further studies using recombinant soluble viral G protein should give 
better insights into the biochemical characteristics of this interaction and identify binding 
sites on both ligands. HS has been previously suggested to capture, protect and transmit 
HIV-1 [9] and HTLV1 [10] in trans. Similarly to what was shown for HIV-1 [21], the other 
sulfated GAGs such as CS or DS were inactive, implying that structural features beyond 
charge density on the polysaccharide backbone could be important for the activity. 
Implication of different HS binding sites may be involved, as shown recently with 
papillomavirus, where sequential engagement of three different HS binding sites leads to 
virus attachment, interaction with the receptor and entry into cell [30]. Likewise, HS 
stabilizes varicella zoster virus, making it more accessible to bind its entry receptor [31]. 
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Thus, similarly to its role in the other viral infections, HS could improve the contact of 
Henipavirus with the host cells so as to help the virus to reach the cellular receptors EFN-B2 
or B3 (summarized schematically in Fig. 6). 
   We observed that heparin inhibits the Henipavirus transinfection in vitro. Owing to 
its capacity to bind multiple cell surface proteins via negatively charged sulfated groups [14], 
heparin could prevent Henipavirus attachment to cell surface HS. As it is more sulfated than 
HS, it could also bind viruses with higher affinity than HS and thus act as an efficient 
competitive inhibitor for virus binding. Furthermore, heparin significantly reduces direct 
virus infection in cis in addition to affecting infection in trans. This effect may also result 
from the interaction between heparin and Henipavirus receptors, as evidenced by SPR for 
EFN-B3 and in agreement with a recent report [17]. These results allowed us proposing a 
model for the role of HS in Henipavirus binding and entry and possible interference of 
heparin with viral infection (Fig. 6). In addition to the inhibition of Henipavirus infection by 
binding to either viral G glycoprotein or viral entry receptors, heparin may significantly limit 
virus spreading within the organism by blocking the binding to the attachment receptor HS, 
and consecutive transinfection of permissive cells. 
   The mechanism by which heparin devoid of anticoagulation properties [13] 
restrains virus infectivity in vivo most likely depends on the combination of its different 
biological activities. In addition to affecting Henipavirus infection in cis and in trans, heparin 
could constraint inflammation and consequent tissue damage by binding various 
inflammatory molecules. Indeed, both heparin and HS bind to important immunoregulatory 
molecules such as the chemokine CXCL10 [32] which is strongly up-regulated during NiV 
infection [33]. Moreover, as heparin is a heavily sulfated electronegative molecule, it might 
enhance anti-adhesive property of the endothelium against leukocytes [34]. This effect may 
rely on the ability of heparin to bind directly to several adhesion molecules, expressed 
during inflammation, including L-selectin [35], CD11b/MAC1 [36], or P-selectin [37]. Finally, 
heparin-like derivatives can stabilize the endothelium [38] and help in blocking the passage 
through the blood brain barrier of both humoral and cellular immune factors, as well as 
viruses [14,39]. This process may also contribute to the anti-viral effect observed during in 
vivo experiment, providing thus altogether “proof of concept” for further development of 
this anti-viral approach. 
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   Heparin-mediated inhibition of Henipavirus infection both in vitro and in vivo 
suggested anti-viral potential of this GAG, already used in clinic as an anticoagulant for more 
than 50 years, and well tolerated. Indeed, heparin treatment reduces NiV infection in a 
hamster animal model, opening thus interesting therapeutic perspectives to complement 
treatment of this highly lethal infection. Acute nature of Henipavirus infection makes it 
additionally more prone to the regulatory action of heparin, compared to some chronic 
infections, including HIV or HTLV, where heparin showed in vitro anti-viral activity [9,10]. HS 
mimetic PI-88 has already been shown to have the significant beneficial effect in vivo in the 
outcome of dengue and encephalitic flavivirus infections [40]. The use of derivatives, that 
mimic heparin/HS structure [41] or polyanionic compounds with longer half-life in vivo [38], 
devoid of anticoagulant activity and with potentially higher affinity to henipavirus G protein, 
may further improve therapeutic effects.  
Altogether, this study reveals new HS-henipavirus interaction involved in the 
henipavirus infection and dissemination within the host. It may allow NiV and HeV binding to 
different circulating cells to use them as a cargo for an efficient spreading within the 
organism and to target cells for accumulation at their surface enhancing the efficacy of 
infection in cis. These results uncover heparin sulfate as a potential therapeutic target for 
the development of novel approaches against these highly lethal infections. Additionally, 
proposed concept of interference using heparin opens perspective of co-treatment based on 
polysaccharides derivated from HS family or sharing similar motifs showing higher capacity 
of interaction with henipavirus. In this context, heparin or its derivatives may be used in a 
metaphylaxis approach of potentially infected animals before appearance of clinical 
symptoms, during regular Hendra equine epizootics in Australia [3].  
Materials and Methods 
Ethics Statement 
All animals were handled in strict accordance with good animal practice as defined by 
the French national charter on the ethics of animals, and all efforts were made to minimize 
suffering. Animal work was approved by the Regional ethical committee CECCAPP 
(P4_2010_008) and experiments were performed in the INSERM Jean Mérieux BSL-4 




Chinese hamster ovary (CHO) cell line K1 and CHO pgsA-745 cells stably transfected 
with human ephrin-B2 and B3, (pgsA-EFNB2 and pgsA-EFNB3 [7] were maintained in F12 
medium (Invitrogen) supplemented with 10% FCS, 100 U/ml penicillin, 0.1 mg streptomycin, 
10 mM HEPES, and 2 mM L-glutamine at 37°C in 5% CO2. Vero E6, HS deficient CHO-K1 cells: 
CHO pgsA-745, CHO pgsB-619 and CHO pgsD-677 [15], HeLa cells and stable transfected 
HeLa with phCMV-Nipah-G-Neo and phCMV-Nipah-F-Neo, expressing NiV G and F proteins 
respectively (HeLa-G and HeLa-F) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM, Invitrogen) supplemented as above. Human peripheral blood was obtained from 20 
different healthy donors from the Blood Transfusion Centre (Lyon, France). Peripheral blood 
mononuclear cells were isolated by density Ficoll/Hypaque gradient centrifugation, and then 
centrifuged through a 50% Percoll gradient (Pharmacia Fine Chemicals) for 20 min at 400g. 
Peripheral blood lymphocytes (PBLs) were recovered from the high-density fraction. For SPR 
analysis, cells were detached by Versene treatment and washed twice with HBS-P buffer. 
Virus infection and titration 
Nipah virus (isolate UMMC1; GenBank AY029767) (42), recombinant NiV expressing 
enhanced green fluorescent protein [42] and Hendra virus (Australia/horse/1994) obtained 
from Porton Down laboratory UK, were prepared on Vero-E6 cells as described previously 
[43] and infection virus was used in INSERM Jean Mérieux BSL-4 laboratory in Lyon, France. 
All cells were infected at a multiplicity of infection (MOI) of 1, for 1H at 37 °C, washed twice, 
and observed by inverted and/or fluorescence microscopy daily or harvested for RNA 
isolation or for use in transinfection assays. At the indicated times p.i., 150 µl of cell culture 
supernatant were collected and frozen prior to viral titration. Viral titration was performed 
by plaque assay as detailed elsewhere [44]. The viral infection in co-cultures of leukocytes 
and CHO with Vero cells was determined using a previously described infectious-center 
assay in 6-well plates [45], after 20 min formaldehyde fixation and crystal violet staining. 
Alternatively, in heparin-mediated inhibition assays, titrations were directly performed by 
plaque assay, using Vero cells or CHO-pgsA745-EFN-B2 or -B3 cells monolayer. Pseudotyped 
viral particles, containing either NiV G and F or control vesicular stomatitis virus (VSV) G 
were produced using Friend–murine leukemia virus (MLV) particles and 293T cells, as 
described previously [8]. 
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Treatment of cells with sodium chlorate 
Vero cell monolayers were grown to confluence and then maintained in DMEM 
medium supplemented with 10% FCS and sodium chlorate (NaClO3) (25, 50 and 75 mM) for 
48 h to inhibit HS sulfation in cells, as rapid turnover of proteoglycans in the cells (47) 
required prolonged incubation with NaClO3. Cells were then detached by trypsin-EDTA 
0.05%, distributed into new 6-well tissue culture plates and grown to confluence in the 
presence of the same range of concentration of NaClO3, and infected with either NiV or HeV 
(50 or 100 PFU/well). Following 72 h incubation in CMC/DMEM medium supplemented with 
3% FCS and NaClO3, virus was titrated using crystal violet staining. 
Transinfection assay  
Cells were put in contact with virus (MOI=1) for 1h at 37 °C, 5% CO2. After two 
washes with PBS, cells were cultured at 37 °C for 24 h and then collected and washed, and 
10-fold serial dilutions were added to cell monolayers of Vero cells for determination of cell-
associated infectious NiV, using the infectious-center assay, as described previously [8]. In 
some experiments, cells were incubated for 1 h at 37 °C with 10 U/ml of heparinase 3 
(Sigma) and washed 3 times before contact with NiV. Treatment with heparin (porcine 
intestinal mucosa, Sigma) of either cells or virus and pseudotyped viral particles was 
performed for 30 min at 37 °C. In heparin pre-treatment experiments, after incubation with 
heparin, cells were thoroughly washed before adding the virus. In heparin post-treatment 
experiments, NiV-resistant cells were initially put in contact with either NiV or HeV for 1 h 
and incubated with heparin afterwards, for 30 min at 37 °C, washed and analyzed in 
transinfection assay as described above.  
Surface Plasmon Resonance (SPR)-based binding assays 
SPR experiments were performed on a BIAcore X (for analysis of cells and 
pseudotyped viral particles and a BIAcore 3000 (for pseudotyped viral particles and 
recombinant EphrinB3), using CM4 (for pseudotyped virus and recombinant EFN-B3) and 
CM5 (for cells) sensorchips, and HBS-P buffer (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0.005% 
surfactant P20, pH 7.4). HS (Celsus, Cincinnati, USA), HP (Sigma) and DS (Sigma) were 
biotinylated and immobilized on BIAcore sensorchips, as described before [46]. Briefly, two 
flowcells were activated with a mix of 0.2 M N-ethyl-N’-(diethylaminopropyl)-carbodiimide 
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(EDC) and 0.05 M N-hydroxy-succimide (NHS). Then, streptavidin (50 µg/mL in 10 mM 
acetate buffer, pH 4.5) was injected over the activated flow cells, to get an immobilization 
level of ~2500 response units (RU). One of these flowcells served as negative control, while 
biotinylated HP, HS or DS were injected on the other flowcells, to get suitable immobilization 
levels (50-70 RU for recombinant human Ephrins B3 Fc and pseudotyped viral particles 
analysis, 200 RU for cells). Interaction assays were performed at a flow rate of 5 µl/min and 
involved 5-10 min injections of sample over the HP and negative control surfaces, followed 
by a 5 min washing step with HBS-P buffer to allow dissociation of the complexes formed. At 
the end of each cycle, GAG surfaces were regenerated by sequential injections of 0.05% SDS 
(1 min) and 2 M NaCl (2.5 min). Typical sample concentrations used were of 10 µg/ml for 
recombinant human Ephrin-B3-Fc (R&D systems), 1-2.4x107 particles/ml for pseudotyped 
viral particles and 0.5-0.7x106 cells/ml for CHO-pgsA745 and HeLa cell transfectants. 
Sensorgrams shown correspond to on-line subtraction of the negative control to the GAG 
surface signal. Competition assays were performed by pre-incubating NiV pseudoparticles 
with GAGs (1-10 µg/ml, final concentration) for 15 min prior to injection. 
RNA isolation and RT-qPCR 
RNA was isolated from cells and plasma using an RNeasy Mini Kit (Qiagen) in RLT 
buffer, according to the manufacturer’s instructions. Reverse transcription was performed 
on 0.5 µg of total RNA using oligo(dT) and random hexamer oligonucleotide primers (iScript 
cDNA synthesis kit; Bio-Rad) and run in a Biometra T-Gradient PCR device, and cDNAs were 
diluted 1/10. Quantitative PCR was performed with cDNA samples using Platinum SYBR 
green qPCR SuperMix-UDG with a ROX kit (Invitrogen). qPCR was run on the StepOne plus 
PCR system (Applied Biosystems) as follows: 95 °C for 5 min and 40 cycles of 95 °C for 15 s 
and 60 °C for 1 min, followed by a melting curve up to 95 °C at 0.8 °C intervals. All samples 
were run in duplicate, and the results were analyzed using StepOne software v2.1. The 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene was used as a housekeeping 
gene to normalize the samples. GAPDH and standard references for the corresponding genes 
were included in each run to check for RNA integrity, RNA load, and inter-PCR variations. 
After normalization, the results were expressed as the mRNA copy numbers of the gene of 
interest per µg of analyzed RNA. All calculations were done using the 2??CT model [47], and 
experiments were performed according to the MIQE guideline [48]. Primer used: NiV N 
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forward, GGCAGGATTCTTCGCAACCATC, and reverse, GGCTCTTGGGCCAATTTCTCTG; murine 
GAPDH forward, GCATGGCCTTCCGTGTCC, and reverse, TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT. 
EFN-B2 forward, CAAGTTCTGCTGGATCAA, and reverse, GATGTTGTTCCCCGAATG, EFN-B3 
forward, ATGGAAAGAGACCGAGGG, and reverse, GAGGTTGCATTGCTGGTG. 
Production of heparin devoid of anticoagulant activity (PO-heparin) 
To eliminate its anticoagulant properties, heparin was treated with periodate, as 
previously described [49]. Briefly, 100 mg of heparin from porcine intestine (Sigma, 185.8 
USP Units mg-1) was dissolved in 900 µl of 0.1 M NaIO4 in 0.05 M sodium acetate buffer (pH 
5) and stirred at 4 °C for 3 days. The unreacted NaIO4 was then neutralized by addition of 
glycerol (25 µl), dialyzed against H2O and lyophilized. The sample was resuspended in 800 µl 
of 0.2 M NaBH4 in 0.25 M ammonium bicarbonate and incubated for a further 3 h at 4 °C. 
After acidification with glacial acetic acid (to eliminate remaining NaBH4), the reaction 
mixture was neutralized by addition of NaOH (1 M), dialyzed against water and lyophilized. 
Infection of hamsters 
Eight-week-old golden hamsters (Mesocricetus auratus, Janvier, France) were 
anesthetized and infected intraperitoneally (i.p.) with 0.4 ml containing NiV, 500 LD50 
preincubated with heparin (0.5 mg/ml, 30 min at 37 °C). Groups of 5 animals, were treated 
daily subcutaneously with the PO-heparin (10 mg/kg) for 12 days, starting from the day of 
infection. Animals were followed daily for 3 weeks.  
Statistical analysis 
Data were expressed as mean + standard deviation (SD) or as a percentage of 
survival. Statistical analyses were performed using Mann-Whitney U-test and Mantel-Cox 
test using Graph Pad Prism4 software. 
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Figures and Legends : 
 
Figure 1. Transinfection of henipaviruses requires the expression of HS. (A) 
Lymphocyte-mediated transinfection of NiV and HeV. PBLs were incubated with either NiV 
or HeV, washed, cultured for 24 h and then transferred to Vero cell monolayer, used for the 
determination of the viral titer after 4 days of coculture, by the infectious center assay. (B) 
CHO-K1 cells, treated or not with heparinase 3 and three HS-deficient CHO lines, pgsA-745, 
pgsB-619 and pgsD-677, were incubated with NiV and analysed for their capacity to transmit 
the infection to susceptible Vero cells in trans. Results are expressed as a percentage of 
inhibition compared to untreated cells ± SD (*P<0.05, ***P<0.001, Mann-Whitney U-test). 
(C) SPR analysis of the binding of MLV pseudotyped either with VSV-G (in green) or with NiV 
glycoproteins G and F (in red) to HP-activated sensorchip surface. (D) SPR analysis of the 
binding of NiV G+F pseudoparticles to either heparan sulfate (HS, in blue), Dermatan sulfate 
(DS, in green) or heparin (HP, in red) -activated surface. The binding response in resonance 






Figure 2. Heparin inhibits the interaction between Henipavirus and HS. (A) PBLs or 
CHO-K1 cells were incubated 30 min with the indicated doses of heparin before being put in 
contact with NiV. (B) PBLs were treated with 0.5 mg/ml of heparin before contact with either 
NiV or HeV (pre-treatment) or after 1 h of incubation with the virus (post-treatment). (C) 
Analysis of NiV binding to CHO-K1 and HS-deficient CHO-pgsA-745 cells pre-treated or not 
with heparin (0.5 mg/ml). Cells were put in contact with NiV for 24h and the number of viral 
RNA (N gene) copies was determined by RT-qPCR. Results are expressed as a percentage of 
inhibition compared to untreated cells ±SD (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, Mann-Whitney 
U-test). (D) SPR analysis of the NiV pseudoparticles binding to HP-activated surface in 
absence (in red) or presence of soluble heparin at 1 µg/ml (in blue) and 10 µg/ml (in black). 
(E) SPR analysis of the binding of NiV pseudoparticles to HP-activated sensor chips, after pre-
incubation with either PBS (black), or 10 µg/ml of soluble heparin (red), chondroitin sulfate A 
(CS-A, blue), chondroitin sulfate C (CS-C, green) or dermatan sulfate (DS, orange). (F) SPR 
analysis of the binding of HeLa cells (black), HeLa-NiV F (green) and HeLa-NiV G (red) to HP-
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activated sensor chips. The binding response in resonance units (RU) was recorded as a 
function of time and results from 1 out of 3 experiments are presented. 
 
Figure 3. HS plays a role in Henipavirus infection. (A) Vero cells were either treated 
with heparinase 3 or left untreated prior to NiV infection. Titration was performed 3 days 
later by plaque assay. (B, C) Vero cells were treated with increasing concentration of sodium 
chlorate for 48 h and then infected with either NiV (B) or HeV (C) and titration was 
performed 3 days later by plaque assay. Results are expressed as a percentage of non-






Figure 4. Heparin inhibits the infection by preventing viral binding to EFN-B2 and B3. 
(A) Vero cells were treated with heparin before infection with NiV or HeV. Results are 
expressed as a percentage of nontreated controls. (B) Vero cells were treated with 
increasing concentration of heparin before infection with NiV; alternatively, virus was 
incubated with heparin before contact with cells. Viral titration was performed using plaque 
assay and results are expressed as a percentage of nontreated controls. (C) NiV infection of 
CHO-pgsA-745-EFN-B2 or EFN-B3 cells, pre-treated with heparin (0.5 mg/ml, 30 min, 37 °C) 
and analysed by plaque assay. Results are expressed as mean percentage of non-treated 
controls ±SD of 8 different experiments; (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.01, Mann-Whitney U-
test). (D) SPR analysis of binding of CHO-pgsA-745, CHO-pgsA-745-EFN-B2 and CHO-pgsA-
745-EFN-B3 to heparin. Results are presented as the mean ± SD of 4 independent 
experiments. (E) Quantification of EFN-B2 and EFN-B3 mRNA expression in stably transfected 
CHO-pgsA-745 cells by RT-qPCR. (F) SPR analysis of the binding of indicated concentrations 
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of soluble EFN-B3, injected over HP-activated sensor chips, analysed in triplicates. The 
binding response in resonance units (RU) was recorded as a function of time. 
 
Figure 5. Anti-viral effect of PO-heparin. (A) In vitro comparison of the inhibitory 
effect of heparin and PO-heparin (0.5 mg/ml) on transinfection ability of leukocytes treated 
before contact with NiV. NiV titer was measured by the infectious center assay and results 
are expressed as a percentage of inhibition compared to untreated cells. (B) Groups of 5 
hamsters were either left untreated or treated daily by subcutaneous injections of PO-
heparin (10 mg/kg) for 12 days. Animals were infected intraperitoneally with 500 LD50 of 
NiV on the first day of treatment and followed during 3 weeks. The results are expressed as 
percentage of surviving animals in each group. The survival was significantly increased in the 





Figure 6. Schematic presentation of possible implication of heparan sulfate (HS) and 
heparin in Henipavirus infection. (A) NiV and HeV interact with their entry receptors, EFN-B2 
and B3, and with HS. While the first interaction is important for virus infection in cis, the 
second leads to the infection in trans and may facilitate virus dissemination in the host. In 
addition, HS may help the virus to reach its entry receptor and accumulate at cell surface 
and/or stabilize the interaction with EFN B2/B3. (B) Heparin binds henipavirus G protein as 
well as ephrin receptors and may thus displace the virus from the cell surface and prevent it 
from reaching its entry receptors. Consequently, heparin inhibits infection in trans and 






Partie IV. Etude de la pathoge ne se 
des Henipavirus chez la souris. 
I. Intérêts et limites des modèles animaux existants 
Parmi les modèles animaux existants, le hamster doré et les singes sont les seuls dont 
l’étude présente un réel intérêt pour l’avancée des connaissances sur la pathologie humaine 
liée au virus Nipah. Le cochon d’inde, le furet, le chat et l’embryon de poulet n’ont pas 
vraiment d’intérêt propre car les signes cliniques et pathologiques ne sont que très partiels 
et nécessitent l’utilisation de doses infectieuses très élevées. Le porc constitue un excellent 
modèle pour lui-même, car l’infection est très facilement reproductible en laboratoire, mais 
n’apporte que peu intérêt pour la modélisation de l’infection chez l’homme. L’analyse 
détaillée de ces différentes espèces en tant que modèles animaux pour l’infection par les 
Henipavirus a fait l’objet d’une publication de revue par l’auteur de cette thèse (Kévin P. 
Dhondt et Horvat, 2013) (cf. annexe).  
A. Les primates non-humains 
Les primates non-humains constituent d’excellents modèles animaux car ils 
développent l’ensemble des signes cliniques et pathologiques observés chez l’homme. Ils 
sont à ce jour les modèles animaux les plus complets et les plus intéressants pour l’étude de 
la pathologie liée au virus Nipah. 
1. Le singe vert africain (Chlorocebus aethiops) 
Le singe vert africain ou grivet est un modèle animal largement utilisé dans la 
recherche. Il s’agit d’un singe d’environ 5 kg qui habite les savanes d’Afrique subsaharienne. 
Son utilisation en tant que modèle pour l’étude de la pathogénèse liée au virus Nipah a été 
envisagée en raison de la forte capacité du virus à se répliquer dans les cellules Vero, qui 
sont dérivées du grivet. Lors d’une infection par voie intratrachéale avec des doses allant de 
2,5.103 ufp à 1,3.106 ufp, on observe une mortalité de 87,5 % à 12 jours (Geisbert et al, 
2010). Les animaux présentent un syndrome de détresse respiratoire aigu associé à la 




Figure 21 : [A] Sécrétions mousseuses sanguinolentes autour des narines et de la 
bouche. [B] Poumons hypertrophiés avec de nombreuses zones hémorragiques et 
congestionnées. Extrait de (Geisbert et al, 2010). 
A l’autopsie, les poumons sont hypertrophiés et œdémateux ; ils présentent de 
nombreuses zones hémorragiques et congestionnées (cf. Figure 21 B). On retrouve de la 
fibrine sur les plèvres. La vessie, lieu d’excrétion viral chez la chauve-souris, est 
particulièrement œdématiée et présente de nombreuses pétéchies. La plupart des organes 
présentent des signes liés à la vascularite systémique. Le cerveau est sévèrement 
congestionné avec des hémorragies méningées et de l’œdème (cf. Figure 22 A). 
 
Figure 22 : [A] Cerveau présentant une congestion sévère (flèches noires) avec de 
possibles hémorragies méningées. Fluide (flèches blanches) suggérant l’existence d’un 
œdème modéré des méninges. [B] Double marquage d’un vaisseau sanguin cérébral 
montrant la colocalisation du virus Nipah dans les cellules endothéliales : cellule endothéliale 
(vert) et antigènes du virus Nipah (rouge), contre-coloration DAPI (bleu). Grossissement x400. 
Extrait de (Geisbert et al, 2010). 
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On observe à partir de 3-4 jours la formation de syncytia et la présence du virus dans 
de nombreux organes incluant la langue, les glandes salivaires, le larynx, la trachée, le cœur, 
la rate, la vésicule biliaire, les reins, les organes reproducteurs, les glandes pituitaires et 
adrénales, l’estomac, les intestins et les muscles squelettiques. Dans le cerveau, ce sont 
principalement les neurones et les vaisseaux sanguins qui sont infectés (cf. Figure 22 B). 
2. Le saïmiri (Saimiri sciureus) 
Le saïmiri est un autre modèle primate très utilisé dans la recherche biomédicale en 
raison de sa petite taille (environ 30 cm). Il s’agit d’un singe d’Amérique du sud vivant dans 
les forêts équatoriales. Chez cette espèce, les symptômes apparaissent entre 7 à 19 jours 
après l’inoculation par voie intranasale ou intraveineuse d’une dose de 103 ou 107 ufp de 
virus Nipah (Marianneau et al, 2010). Les signes cliniques incluent une anorexie, une perte 
de poids, un état dépressif, de l’hyperthermie, un syndrome respiratoire aigu, des troubles 
de la locomotion évoluant vers une perte de conscience, un coma et la mort. Bien que ces 
signes aient été observés chez tous les animaux infectés, les symptômes semblent durer plus 
longtemps (7 jours) mais moins sévèrement chez les animaux inoculés par voie intranasale 
(contre 3 jours pour la voie intraveineuse). A l’autopsie, on observe surtout des lésions 
inflammatoires pulmonaires. L’histologie montre peu de signes pathologiques et la 
vascularite systémique est relativement faible. L’immunohistochimie a néanmoins permis de 
mettre en évidence la présence du virus Nipah dans de multiples organes incluant 
notamment le cerveau, les poumons, la rate et les reins. 
B. Le hamster doré (Mesocricetus auratus) 
Comme cité précédemment, le hamster doré (Mesocricetus auratus) a été le premier 
modèle animal de petite taille validé pour les études de pathologie (Wong et al, 2003). Les 
signes cliniques sont essentiellement neurologiques et systémiques et correspondent à ceux 
observés chez l’homme : hyperthermie, perte de poids, tremblements, paralysie, 
myoclonies, léthargie, … La mort survient entre 5 à 9 jours après l’injection intrapéritonéale 
du virus (100 à 1000 ufp) et 24h après l’apparition des premiers signes cliniques. La dose 
létale 50 est établie à environ 7 ufp (Yoneda et al, 2006). Les lésions observées à l’autopsie 
concernent majoritairement le cerveau et montrent une forte inflammation associée à des 
hémorragies et de l’œdème. L’histologie et l’immunohistochimie révèlent la présence du 
virus Nipah dans de très nombreux organes incluant le cerveau, les poumons, le foie, les 
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reins et le cœur. Etant donné le fort tropisme endothélial du virus, cette distribution semble 
tout à fait normale car ce sont des organes fortement irrigués par les capillaires sanguins.  
Le hamster constitue donc un excellent modèle animal de pathologie. Il est petit, peu 
coûteux, facilement manipulable, ne nécessite qu’une faible dose infectieuse et mime très 
bien la pathologie humaine. Son défaut majeur est lié à l’absence quasi-totale de 
connaissances et d’outils immunologiques développés pour cette espèce. En effet, 
contrairement aux rongeurs conventionnels de laboratoire (rats et souris), le génome du 
hamster n’est que très partiellement séquencé et annoté. Cette limite interdit donc, de fait, 
toute étude transcriptomique ainsi que la dissection des cascades immunologiques 
engendrées par la présence du virus. En outre, une grande quantité de réactifs chimiques et 
immunologiques (anticorps de marquage, inhibiteurs protéiques, …) ne sont disponibles que 
pour les rats et souris. Il apparait donc nécéssaire de développer de nouveaux modèles pour 
étudier la physiopathologie du virus et son interaction avec le système immunitaire.  
C. La souris (Mus musculus) 
Un modèle animal idéal pour l’étude des mécanismes physiopathologiques liés à 
l’infection par le virus Nipah aurait donc été la souris. En effet, comme dit précédemment, 
les connaissances et les outils sur cette espèce sont nombreux et aisément disponibles. 
Néanmoins, malgré l’existence des récepteurs Ephrine B2 et B3 sur les cellules murines 
(Bossart, 2008), la souris ne semble pas infectable par les virus Nipah et Hendra, ni 
expérimentalement (Wong et al, 2003), ni naturellement (Hsu et al, 2004; Yob et al, 2001).  
Dans cette partie, nous proposons une nouvelle approche basée sur l’utilisation de 
souris déficientes pour différents composants du système inné et adaptatif.  
II. La souris transgénique IFNAR KO 
La transgénèse fait partie des outils disponibles chez la souris. Cette technique 
permet notamment, par manipulation génétique et grâce à la connaissance du génome 
murin, d’anéantir l’expression de certains gènes. On parle alors de gène KO (Knock-Out). 
Ainsi, selon le gène touché, il est possible de créer des lignées de souris dont certaines 
fonctions métaboliques ou immunitaires sont modifiées. 
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C’est le cas de la lignée IFNAR KO. Dans cette lignée murine (A129) rétrocroisée sur 
un fond génétique C57BL/6, l’expression du récepteur à l’interféron de type I (IFNAR) est 
annihilée (van den Broek et al, 1995). Ainsi, dans ce modèle, la production d’interféron de 
type I n’est pas abolie mais la signalisation sous IFNAR est inexistante. Un tel modèle nous 
permet donc d’identifier dans quelles mesures l’IFN-I est un facteur responsable de la 
résistance naturelle des souris de souches sauvages lors de l’infection par le virus Nipah car 
le récepteur IFNAR joue un rôle prépondérant dans l’immunité antivirale innée et son 
absence diminue très fortement le pouvoir de cette réponse. Ce type de modèle a déjà 
largement été utilisé pour étudier le rôle de la réponse interféron dans les maladies d’origine 
virale (van den Broek et al, 1995; Bray, 2001; Detje et al, 2009). 
Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes attachés à évaluer l’intérêt de 
l’utilisation de ces souris transgéniques (dont l’immunité innée est déficiente) pour l’étude 
des paramètres physiopathologiques liés à l’infection par les virus Nipah et Hendra. Les 
résultats de cette étude ont fait l’objet d’une publication dans le Journal of Infectious 
Diseases du 1er janvier 2013 (Dhondt et al, 2013). 
 
Cet article ne peut pas être présenté dans cette thèse dans sa version finale pour 




III. Autres lignées de souris 
Après avoir identifié l’interféron de type-I comme critique pour la survie de la souris, 
nous avons cherché à savoir si d’autres voies de l’immunité innée ou adaptative se révèlent 
indispensables pour la résistance de cette espèce aux infections à Henipavirus. Nous avons 
donc utilisé un panel de souris transgéniques ou de souris traitées avec différents composés 
de façon à obtenir une déficience de certains composants de l’immunité. Cette étude révèle 
une redondance des voies de détection TLR / RLR mais aussi l’aspect essentiel de l’immunité 
adaptative, et plus particulièrement de la réponse adaptative cellulaire, dans l’éradication du 
virus chez la souris. 
A. Déficiences de l’immunité innée 
L’activation des PRRs conduit à la synthèse d’interféron de type-I que nous avons 
déjà montré être indispensable à la survie des souris. Nous avons donc utilisé différentes 
lignées de souris dépourvues de certains des composants essentiels des voies de 
signalisation de ces détecteurs. Ainsi, nous avons utilisé des souris MyD88 KO, TLR3 KO et 
MAVS KO pour inhiber chacune des 3 voies complémentaires présentées Figure 9. Les 
résultats montrent qu’aucune de ces lignées ne présente de signe clinique ni de mortalité. Il 
y a fort à penser que les voies, particulièrement MyD88 et MAVS dans le cas des 
Henipavirus, sont redondantes et que l’absence de l’une n’empêche pas la production 
d’interféron de type-I par les autres voies. Des études complémentaires basées sur 
l’utilisation d’une lignée de souris double KO MyD88 et MAVS ont permis de révéler que le 
phénotype de survie IFNAR KO était partiellement restauré chez ces souris et confirme donc 
la redondance des voies de détection. 
Par ailleurs, l’utilisation de souris IFNAR KO est une approche assez drastique sur le 
rôle de l’interféron de type-I car son action y est abolie dans toutes les cellules. Nous avons 
donc voulu voir si l’utilisation de souris dont le récepteur IFNAR n’était absent que de 
certains types cellulaires clés pouvait engendrer de même phénotype que le modèle IFNAR 
KO suite à l’infection par les Henipavirus. Ainsi, nous avons utilisé des lignées de souris 
basées sur l’utilisation du système Cre recombinase. Le gène à exciser (en l’occurrence ifnar) 
est flanqué de 2 séquences flox reconnues par une Cre recombinase. Le gène de cette Cre 
recombinase est inséré sous la dépendance d’un promoteur spécifique à un type cellulaire 
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donné. Ainsi, lorsque la Cre recombinase est exprimée, elle excise le gène d’intérêt. On peut 
alors générer des lignées de souris dont le KO est conditionnellement restreint à un type 
cellulaire. Nous avons ainsi testé les lignées suivantes : 
 LysM Cre – IFNAR flox : Dans ces souris, le récepteur IFNAR est absent des 
macrophages et monocytes. 
 CD11c Cre – IFNAR flox : Ici, le récepteur IFNAR est absent des cellules dendritiques. 
 NK Cre – IFNAR flox : Le récepteur IFNAR est absent des cellules Natural Killer (NK). 
 Nes Cre – IFNAR flox : Le récepteur IFNAR est absent des neurones. 
Après infection par le virus, les signes cliniques et la mortalité de ces animaux ont été 
suivi quotidiennement par l’équipe de l’animalerie A4. Aucune de ces lignées n’a présenté de 
signes cliniques ou de mortalité, suggérant l’importance d’une réponse IFN-I globale plutôt 
qu’une action très localisée sur les cellules cibles ou les effecteurs de l’immunité innée. 
Enfin, le modèle BDCA2-DTR nous a permis de tester l’importance des cellules 
dendritiques plasmacytoïdes (pDC) connues pour être les principales cellules productrices 
d’interféron de type-I. Néanmoins, chez ces souris dont la déplétion des pDC est induite par 
une injection de toxine diphtérique, aucun signe clinique ni mortalité n’a été observé, 
suggérant que ces cellules ne sont pas un facteur primordial dans la survie des souris. 
B. Déficiences de l’immunité adaptative 
Même si l’IFN-I est primordial pour la survie des souris, nous avons voulu vérifier le 
rôle de l’immunité adaptative. Pour cela, nous avons utilisé deux lignées supplémentaires de 
souris transgéniques. La lignée RAG2 KO ne possède pas l’enzyme RAG2 capable d’assurer la 
recombinaison des segments V-D-J à l’origine de la diversité du répertoire des lymphocytes B 
et T (cf. Figure 23). Ainsi, chez ces souris, ces lymphocytes sont absents et aucune réponse 
adaptative n’est possible. En plus des défauts immunitaires des souris RAG2 KO, la lignée de 
souris RAG2 cγ KO ne possède pas la protéine de la chaine commune γ (common gamma 
chain) aussi connue sous le nom de CD162. Cette protéine est une sous-unité commune des 
récepteurs à l’interleukine 2 (IL-2), l’IL-4, l’IL-7, l’IL-9, l’IL-15 et l’IL-21. L’absence de cette 
sous-unité empêche donc la maturation des lymphocytes mais aussi de toutes les cellules 
lymphoïdes innées (innate lymphoid cells – iLC) dont font partie notamment les cellules 
Natural Killer (NK), impliquées dans l’immunité innée et les cellules Lymphoid Tissue inducer 
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(LTi), à l’origine de l’organisation spatiale des organes lymphoïdes secondaires (cf. Figure 
23). Le modèle RAG2 cγ KO est un des modèles animaux dont l’immunité est parmi les plus 
faibles qui soient. 
L’infection de ces deux modèles révèle qu’ils sont particulièrement sensibles à 
l’infection par le virus Nipah par voie intrapéritonéale. Néanmoins, ils présentent des 
différences de cinétiques tout à fait notables entre eux et vis-à-vis du modèle IFNAR KO. En 
effet, la mortalité du modèle RAG2 cγ KO est beaucoup plus précoce que celle du modèle 
RAG2 KO, suggérant un rôle des iLC, mais néanmoins retardée par rapport à celle du modèle 
IFNAR KO. Pour aller un peu plus loin sur le rôle des iLC, nous avons concentré nos efforts sur 
les cellules NK. Nous avons donc utilisé un anticorps anti-NK (anti-NK1.1) pour induire une 
déplétion de ces cellules chez des souris puis les avons infectées avec le virus. Les résultats 
montrent que l’absence des cellules NK uniquement n’induit pas de signes cliniques. Ainsi, 
les différences de cinétiques observées entre les modèles RAG2 KO et RAG2 γc KO ne 
peuvent pas être entièrement expliquées par la seule activité des cellules NK. Un effet 
collaboratif et synergique peut être envisagé mais le rôle des autres iLC, et particulièrement 




Figure 23 : Voies de la lymphopoïèse. En rouge, protéine dont l’absence entraîne 
l’arrêt des mécanismes de différentiation de cette voie. 
En revanche, le rôle clé des lymphocytes dans la clairance virale est absolument 
indéniable. Pour définir plus précisément les rôles respectifs des lymphocytes B et T, nous 
avons utilisé 2 modèles supplémentaires. Les souris µMT KO ne possèdent pas le gène 
codant pour la chaîne lourde µ des Immunoglobulines (Ig) M. Ceci conduit à l’absence de 
lymphocytes B matures tout en conservant un système immunitaire inné et adaptatif 
cellulaire quasi normal. Le modèle complémentaire utilisé pour mieux comprendre le rôle 
des lymphocytes dans la réaction immunitaire contre le virus Nipah chez la souris est le 
modèle CD3ε KO. Cette protéine est une sous-unité de la protéine CD3, chargée de la 
transduction du signal du TCR (T Cell Receptor). Chez ces souris, le développement des 
lymphocytes T reste bloqué au stade double négatif. Il n’y a donc pas de réponse adaptative 
cellulaire bien que tous les autres composants du système immunitaire restent fonctionnels. 
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L’infection de ces souris nous permet d’établir que la réponse adaptative cellulaire, 
c’est-à-dire liée à la présence des lymphocytes T, est indispensable et prépondérante par 
rapport à la réponse humorale basée sur les lymphocytes B. En effet, même si la mortalité 
des souris CD3ε KO est légèrement décalée par rapport aux souris RAG2 KO, suggérant que 
les anticorps sécrétés par les lymphocytes B toujours présents chez les souris CD3ε KO 
permettent tout de même de ralentir la progression virale, seules les souris µMT KO 
survivent à l’infection. Ainsi, la présence des anticorps n’est pas un facteur indispensable à la 
survie des souris, au contraire des lymphocytes T. 
IV. Rôle des macrophages 
A. Généralités 
Positionnés à l’interface entre réparation tissulaire, immunité innée et immunité 
adaptative, les macrophages forment une population de cellules très hétérogène dont les 
rôles sont multiples. Ils peuvent donc intervenir dès l’embryogénèse pour éliminer des zones 
de tissu superflu (comme celui reliant les espaces interdigités par exemple (Hopkinson-
Woolley et al, 1994)) ou modeler d’autres tissus tels que les os (Horwood, 2013). Les 
macrophages jouent aussi un rôle prépondérant dans le contrôle des infections virales, 
bactériennes et parasitaires. Leur activité de phagocytose, en collaboration avec d’autres 
composants du système immunitaire, permet la dégradation directe des particules virales et 
des débris cellulaires mais ils jouent aussi un rôle prépondérant dans la mise en place de 
l’immunité adaptative grâce aux nombreuses cytokines qu’ ils sécrètent et à leur capacité de 
préparation et de présentation des antigènes.  
Historiquement, les macrophages ont été classifiés, selon le même principe que la 
nomenclature des cellules Th, en 2 catégories opposables : le paradigme des M1 et M2. Ce 
concept a très souvent été surinterprété comme une classification fonctionnelle rigide et 
non comme une « approche conceptuelle simplificatrice » (Mantovani et al, 2005). 
Brièvement, les macrophages M1 font partie des macrophages dont l’activation est 
majoritairement déclenchée par l’IFNγ seul ou en association avec un stimulus microbien 
(LPS, …) ou des cytokines (TNF, …). Ils sont connus pour être des producteurs efficaces de 
molécules actives impliquées dans le stress oxydatif ou de cytokines inflammatoires telles 
que l’IL1-β ou le TNFα. Ils participent à l’élaboration d’une réponse Th1 efficace et luttent 
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activement contre les parasites intracellulaires et les tumeurs. Les macrophages dits M2 sont 
quant à eux des macrophages plus impliqués dans l’élaboration d’une réponse de type Th2, 
la réparation tissulaire et possèdent des propriétés immunomodulatrices. Actuellement, 
plusieurs études récentes remettent en cause la rigidité de cette classification et suggèrent 
l’existence d’une plus grande diversité fonctionnelle au sein des macrophages de type M2, 
notamment dans la réponse aux pathogènes in vivo (Martinez et Gordon, 2014). 
1. Les macrophages dérivés des monocytes circulants 
Provenant de la différentiation des monocytes circulants, ces macrophages se 
retrouvent principalement dans l’intestin (Bogunovic et al, 2009) et dans la zone marginale 
de la rate (A-Gonzalez et al, 2013). Les monocytes, dont ils sont issus, sont caractérisés par la 
présence du marqueur Ly-6Chi et sont produits en permanence par la moelle osseuse 
(Ginhoux et Jung, 2014). Cette production s’adapte en fonction de demandes spécifiques 
imposées par un état particulier d’inflammation de l’organisme et la durée de demi-vie de 
ces monocytes circulants est d’environ 20 heures (Yona et al, 2013). Ainsi, dans un contexte 
inflammatoire, ils sont produits puis recrutés en nombre dans les zones d’inflammation 
notamment grâce à l’action de cytokines chemoattractantes (MCP-1 et MCP-3) sur leur 
récepteur CCR2 (Tsou et al, 2007). Une fois mobilisés, les monocytes circulants peuvent 
pénétrer les tissus périphériques. Pour atteindre leur destination, les monocytes circulants 
suivent un processus compliqué d’extravasation qui comprend des phases de capture, 
roulement, arrêt, adhésion, infiltration et migration transendothéliale (Shi et Pamer, 2011). 
Une fois arrivés sur site, ces monocytes s’accumulent et se différencient en macrophages de 
type M1. Ils se caractérisent alors par l’expression d’IL-12, de TNFα, de protéases, de NOS2 
(Nitric Oxyde Synthase) et de CMH-II (Pittet et al, 2014). Cette différentiation permet aux 
macrophages d’acquérir leurs capacités fonctionnelles leur permettant de contrôler les 
pathogènes intracellulaires, digérer les tissus endommagés, activer l’immunité adaptative 
dans les nœuds lymphatiques et la rate mais aussi amplifier l’effet des maladies 
inflammatoires. Ils sont renouvelés en permanence tant que l’inflammation est présente par 
l’arrivée de nouveaux monocytes issus de la moelle osseuse. 
2. Les macrophages résidents 
La majorité des tissus contiennent des macrophages résidents. Ces populations de 
macrophages sont extrêmement hétérogènes, en conséquence de leurs activités très 
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spécialisées dans le maintien de l’homéostasie et de la fonction des tissus. Dans la 
classification M1/M2, on considèrera qu’ils sont majoritairement de type M2. En outre de 
leur fonctions régulatrices, les macrophages résidents sont aussi maintenant bien connus 
pour leur rôle de sentinelles immunitaires, idéalement positionnés et toujours prêts à 
identifier des pathogènes ou des changements pathologiques de leur environnement.  
La plupart de ces macrophages possèdent une origine embryonnaire et sont dérivés 
de cellules du sac vitellin ou du foie fœtal (Ginhoux et Jung, 2014; Davies et al, 2013). Ces 
caractéristiques ont pu être mises en évidence chez les souris déficientes Myb KO, dont le 
développement des cellules souches hématopoïétiques est compromis. Ainsi, chez ces 
souris, on observe à l’âge adulte la présence de populations de macrophages, souvent 
caractérisées par une forte présence du marqueur F4/80 et dont l’origine n’est pas 
hématopoïétique. On retrouve ce type de macrophages dans de nombreux tissus dont la 
peau (cellules de Langerhans), le foie (cellules de Küpffer), le cerveau (microglie), le 
pancréas, les poumons, la rate (macrophages de la pulpe rouge) et les reins (Schulz et al, 
2012). Il arrive que ces macrophages résidents n’expriment pas le marqueur F4/80 mais 
soient identifiables grâce à d’autres marqueurs spécifiques tels que CD169 (macrophages 
sous-capsulaires des nœuds lymphatiques ou macrophages métallophiles de la rate) ou Tim4 
(macrophages des séreuses) (Davies et al, 2013). Le maintien de ces macrophages dans les 
tissus est permis par une capacité auto-proliférative bien que ces cellules puissent être 
recréées à partir de monocytes circulants sous certaines conditions très strictes encore mal 
connues (Hashimoto et al, 2013). 
B. Etude du rôle des macrophages dans l’infection du virus Nipah 
chez la souris 
Pour déterminer le rôle des macrophages dans le cadre d’une infection chez la souris, 
nous avons supprimé leur présence grâce à l’utilisation de liposomes contenant du 
clodronate. L’injection de ces liposomes conduit à leur absorption par phagocytose chez les 
macrophages et, une fois à l’intérieur de la cellule, le clodronate qu’ils contiennent est libéré 
et conduit à l’apoptose du macrophage. Cette technique largement éprouvée permet une 
suppression spatio-sélective puisque, selon le site d’injection choisi, les compartiments dans 




Figure 24 : Mode de distribution des liposomes de clodronate en fonction du site 
d’injection. D’après www.clodronateliposomes.com. 
Nous avons donc infecté deux groupes de souris dont la déplétion des macrophages 
avait été assurée par voie intraveineuse ou intrapéritonéale. Le suivi de la mortalité indique 
que seules les souris dont la déplétion en macrophages avait été faite par voie 
intrapéritonéale sont sensibles à l’infection. Le seul compartiment pour lequel la déplétion 
est différente entre les 2 voies de déplétion est celui des nœuds lymphatiques. Il semble 
donc que les macrophages des nœuds lymphatiques soient particulièrement importants 
dans la survie des souris lors d’une infection par les Henipavirus.  
Agissant aux premières étapes de l’infection, des expériences de cinétique montrent 
que la présence des macrophages permet de diminuer rapidement la charge virale dans 
différents organes, particulièrement dans la rate et le foie, et qu’en l’absence de 
macrophages, la charge virale se maintient.  
Si l’on s’intéresse de plus près aux macrophages présents dans les nœuds 
lymphatiques et la rate, une sous-population bien particulière attire l’attention. Les 
macrophages CD169+ sont une sous-population de macrophages résidents positionnés dans 
la zone sous-capsulaire des nœuds lymphatiques ou dans la zone marginale de la rate. 
Directement au contact de la lymphe, ces derniers sont les premiers à être au contact des 
antigènes circulants. Ils peuvent ainsi capter de façon très précoce les pathogènes circulants, 
les internaliser et présenter leurs antigènes de façon directe aux lymphocytes B (Junt et al, 
2007; Phan et al, 2009) et dans certains cas aux lymphocytes T (Martinez-Pomares et 
Gordon, 2012), mais aussi de façon croisée via les cellules dendritiques CD8α+ (Martinez-
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Pomares et Gordon, 2012). Par ailleurs, ils sont capables de sécréter de grandes quantités 
d’IFN-β et d’IL-18 et permettent ainsi de mettre des cellules alentours dans un état antiviral 
ou d’activer les iLC (Barral et al, 2010; Gray et al, 2012), elles-mêmes responsables de la 
sécrétion d’IFN-γ nécessaire à l’activation des lymphocytes T. En plus de ces capacités, les 
macrophages CD169+ possèdent une propriété toute particulière au sein des macrophages, 
celle d’exprimer la protéine Usp18. Cette protéine a pour effet de perturber la voie de 
signalisation de l’IFN-I en inhibant la voie de signalisation JAK/STAT (Ritchie et al, 2004). 
Ainsi, même s’il est capable de sécréter une grande quantité d’IFN-β, le macrophage CD169+ 
est incapable d’y répondre. Plusieurs études montrent que ce comportement « suicidaire » 
du macrophage permet en fait la création d’un large pool d’antigènes et va favoriser la mise 
en place d’une réponse adaptative efficace et rapide (Honke et al, 2012). Une des 
hypothèses de travail que nous avançons est que ces macrophages sont responsables de la 
mise en place de la réponse immunitaire adaptative chez la souris et que leur absence ne 
permet pas une réponse adaptative cellulaire suffisamment forte et précoce. Ils agiraient 
donc en chef d’orchestre, à l’interface de l’immunité innée et adaptative, pour organiser une 
réponse immunitaire à l’origine d’une clairance virale (Figure 25). 
Pour éclaircir cette hypothèse, plusieurs travaux sont en cours. Les premiers résultats 
révèlent que des souris transgéniques CD169-DTR qui ne possèdent pas de macrophages 
CD169+ sont sensibles à l’infection par le virus Nipah, confirmant le rôle prépondérant de ce 
type cellulaire. Par ailleurs, des études d’immunohistochimie devraient nous permettre de 
révéler la position exacte des cellules infectées au sein des nœuds lymphatiques ainsi que 




Figure 25 : Modèle d’actions des macrophages CD169+ lors d’une infection par le virus 
Nipah.  
Le macrophage CD169+ capture le virus circulant lors de son arrivée dans le nœud 
lymphatique. Le virus peut se répliquer à l’intérieur du macrophage grâce à l’action 
inhibitrice de la protéine Usp18 sur la voie de signalisation de l’interféron. Le macrophage 
sécrète une grande quantité d’IFN-β ainsi que d’IL-18. Les cellules alentours sont activées 
(iLC) ou mises dans un état antiviral (cellules endothéliales). Le macrophage prépare et 
présente les antigènes du virus. La présentation des antigènes active les lymphocytes B et T. 
Les lymphocytes permettent d’éliminer le virus de l’organisme. 
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Abstract  
The Nipah virus (NiV) is a highly pathogenic zoonotic paramyxovirus 
of Henipavirus genus that causes human outbreaks annually in South-East Asia. 
Immunopathogenesis of this emerging virus is still poorly understood. We have analyzed the 
susceptibility of different type of mice, bearing defects in either innate or adaptive immune 
system, to NiV infection. In contrast to wild-type, mice deficient for type-I interferon (IFN-I) 
receptor were shown to be highly susceptible to NiV. Although elimination of viral sensing 
through either TLR or RLR alone was not critical in anti-viral defense, mice devoid in both TLR 
and RLR signaling succumbed to the infection, with similar survival rate as IFN-I deficient 
mice. The use of mice with tissue-specific deletion of IFN-I receptors suggested that IFN-I 
signaling in a single cell population, including macrophages, dendritic cells (DC), natural killer 
and neural cells, was dispensable in the protection from lethal NiV infection. Furthermore, 
the plasmacytoid DC were also shown to be nonessential in the protection. Interestingly, 
presence of T-cell but not B-cell compartment was critical in survival to the infection, and 
this effect was independent of perforin production. Finally, clodronate-induced depletion of 
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macrophages allowed rapid systemic propagation of NiV infection and high lethality in mice. 
Particularly, the presence of CD169+ macrophages in lymph nodes was critical, suggesting 
their important role at the crossroads between innate and adaptive immunity, however in a 
USP18-independent manner. Altogether, these results revealed some novel aspects of 
immuno-regulation of NiV infection, which could help in development of new strategies to 
control this highly lethal infectious disease. 
Introduction 
Among the emerging viruses that came to light in the two past decades, the Nipah 
virus (NiV) was rapidly found of particular interest. The NiV belongs to the Paramyxoviridae 
family and forms with Hendra and Cedar viruses the Henipavirus genus (Marsh et al., 2012; 
Mayo, 2002). It is able to infect a broad spectrum of mammals including fruit bats of the 
Pteropodidae family, pigs and humans where it causes different levels of pathogenicity. 
Indeed, the fruit bats are an asymptomatic reservoir that contributes to the annual 
occurrence of the disease in Bangladesh and North India since 2001. Pigs were identified as 
intermediate hosts during the first outbreak in Malaysia in 1998 where a high morbidity 
associated with a low case fatality rate were observed (Mohd Nor et al., 2000). In humans, 
the infection caused by NiV induces severe respiratory and neurological signs with a case 
fatality rate going up to 92% (Wong and Tan, 2012). Moreover, a human-to-human 
transmission was demonstrated, increasing the public health concerns about this disease 
(Luby et al., 2009; Tan et al., 2002). There are currently neither vaccines nor therapeutics 
approved to cure the disease. Main health care provided to infected people consists of 
supportive care, hoping that the immune system will be able to cope with the virus. Even 
when the patients survived, the remaining neurological sequelae may still result in strong 
disabilities and the risk of relapse and late onset encephalitis was documented (Tan et al., 
2002). 
  The innate immune system limits viral replication during systemic infection via 
the production of type I interferon (IFN-I). Lack of the receptor for IFN-I promotes viral 
replication and leads to viral persistence and the death of virus-infected animals (Müller et 
al., 1994). RNA virus infection could induce production of IFN-I via triggering of pattern 
recognition receptors, including Toll-like receptors (TLR) and retinoic acid-inducible gene I 
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(RIG-I)-like receptors (RLR) (Kawai and Akira, 2008). In addition to controlling viral 
replication, cells of the innate immune response initiate the priming of cells of the adaptive 
immune response. The role of the dendritic cells in lymphocyte priming has been well 
documented (Rock and Shen, 2005), and the role of macrophages in secondary lymphoid 
organs, such as lymph nodes and spleen, has recently become more evident (Martinez-
Pomares and Gordon, 2012). Understanding the role of innate and adaptive immunity and 
their effect during the course of infection remains a fundamental prerequisite for effective 
prophylactic and therapeutic strategies. Currently, very little is known about the interactions 
between the NiV and the immune system. The extensive use of common and well accepted 
Henipavirus animal models such as golden hamster, ferret or African green monkey, which 
lack the numerous immunological and genomic tools that are available on human and mice, 
restricted this state knowledge (Dhondt and Horvat, 2013). 
Despite the fact that they get infected, mice are resistant to the lethal outcome of 
NiV infection and do not show any clinical symptoms (Dups et al., 2014). We previously 
described a murine model using mice deleted for IFN-I receptor (IFNAR) and showed that 
type-I interferon (IFN-I) signaling is important for protection towards the lethal effects of the 
virus (Dhondt et al., 2013). We analyzed here a panel of established transgenic murine lines 
that allowed in-depth assessment of the critical arms of the innate and adaptive immune 
system facing NiV infection. Our results revealed the redundant role of TLR and RLR signaling 
platform in the protection from NiV infection. Furthermore, this study highlights the role of T 
lymphocytes as an indispensable effector cell population in the clearance of NiV, using 
perforin-independent mechanism. Finally, it underlines the role of CD169+ macrophages at 
the crossroad between innate and adaptive immunity. 
METHODS 
Virus 
NiV (isolate UMMC1, GenBank AY029767) was prepared by infecting Vero-E6 cells, in 
the INSERM Jean Mérieux BSL-4 laboratory in Lyon, France. Viral titration was performed as 





Infection of mice 
The following murine lines were used in the study:  
 C57BL/6 mice (WT) (Charles River, France), 
 mice deleted for type I interferon receptor (IFNAR KO) (Müller et al., 1994),  
 mice with tissue–specific deletions of IFNAR in cells of neuroectodermal origin 
(neurons, astrocytes and oligodendrocytes) (Nes-Cre) (Detje et al., 2009), 
dendritic cells (CD11c-Cre) (Cervantes-Barragán et al., 2009), macrophages 
and granulocytes (LysM-Cre) (Clausen et al., 1999) and Natural Killer cells (NK-
Cre) (Mizutani et al., 2012),  
 mice deleted for RLR adaptor protein (MAVS KO) (Sun et al., 2006), TLR 
adaptor protein (MyD88 KO) (Kawai et al., 1999), TLR3 receptor (TLR3 KO) 
(Alexopoulou et al., 2001),  
 mice deleted for MAVS and MyD88 (Spanier et al., 2014), 
 mice devoid of lymphocytes and innate lymphoid cells (RAG2 γc KO) (Traggiai 
et al., 2004), lymphocytes only (RAG2 KO) (Shinkai et al., 1992), B cells only 
(µMT KO) (Phillips et al., 1996) or T cells only (CD3ε KO) (Malissen et al., 
1995), 
 mice deleted for perforin involved in immune cell cytotoxicity (Perforin KO) 
(Kägi et al., 1994), 
 mice deleted for C-C chemokine receptor type 2 involved in monocyte 
chemotaxis (CCR2 KO) (Boring et al., 1997), 
 mice deleted for Usp18 protein involved in disturbance of IFN-I signaling 
(Usp18 KO) (Ritchie et al., 2002), 
 mice in which injection of diphtheria toxin induced specific depletion of 
plasmacytoid DC (BDCA2-DTR, Jackson) (Swiecki et al., 2010) and CD169+ 
macrophages (CD169-DTR, Ricken) (Miyake et al., 2007). 
Groups of 5–6 mice of each strain (PBES, ENS-Lyon, France), 4–6 weeks old were 
anesthetized with isoflurane and infected intraperitoneally with 106 plaque forming units 
(pfu) of virus in 0.2 mL or with equivalent volume of DMEM (mock). Surviving animals were 
followed between 28 and 34 days after inoculation. All animals were handled in strict 
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accordance with good animal practice and experiments were approved by Regional Ethical 
Committee CECCAPP. 
Depletion of cell populations 
Depletion of cell populations was induced by different means. In DTR mice, depletion 
was induced by intraperitoneal injection of diphtheria toxin (Sigma) at the dose of 30µg/kg. 
The mice were injected at days (D) D-2, D3, D7, D13 and D17. Depletion of NK cells was 
induced by intraperitoneal injection of anti-NK1.1 antibodies at the dose of 4mg/kg. The 
mice were injected at days D-2, D0 and D5. Depletion of macrophages was induced by 
intraperitoneal injection of clodronate liposomes at the dose of 80µg/kg at days D-7 and D-2 
or intravenous injection at the dose of 40µg/kg at day D-2. The control groups were treated 
as above with liposomes encapsulating PBS (PBS Lipo). Clodronate were obtained from 
clodronateliposome.org (Vrije Universiteit, Amsterdam, the Netherlands) (Van Rooijen and 
Sanders, 1994). 
Histology and Immunohistochemistry (IHC) 
Histology and IHC were performed as described elsewhere (Dhondt et al., 2013). For 
conventional histology, slides were colored Hematoxylin, Phloxin B and Saffrone. Colored 
slides were dehydrated through graded alcohols and xylene. Sections were mounted with 
DPX mounting medium and cover-slipped. For IHC study a primary rabbit anti-NiV N purified 
antibody (ValBex, France) was applied diluted at 1:10000 in PBS with 2.5% of 
decomplemented horse serum overnight at 4°C. Further steps were performed following 
manufacturer’s recommendations of ImmPress/ImmPACT system (Vector Lab., USA). 
Slides were analyzed with Zeiss AxioImager Z1 microscope equipped with Metamorph 
software. 
RT-qPCR 
RNA extraction, RT-PCR and qPCR were performed as described elsewhere (Dhondt 
et al., 2013). Briefly, RNA was extracted from organs using RLT buffer (Qiagen) and 
Nucleospin RNA kit (Macherey-Nagel). RT-PCR was performed with iScript cDNA kit 
(BioScript). qPCR was performed with Power SYBR Master mix (Life Technologies) on 
StepOne plus instrument (Applied Biosystems) with StepOne software. Calculations were 
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made using the 2ΔΔCT model, according to the MIQE guideline and normalized by the 
standard deviation of the average GAPDH expression. 
Statistical analysis 
Data were expressed as mean and standard deviation (SD). Statistical analyses were 
performed using Mann-Whitney U-test, Two-way Anova test and Mantel-Cox Chi2 test 
(survival). 
RESULTS 
TLR and RLR viral detection systems have redundant role in sensing NiV infection 
As we previously demonstrated the critical role of IFN-I signaling in the protection of 
mice form the lethal NiV infection (Dhondt et al., 2013), we analyzed here the mechanism of 
the IFN-I induction, by focusing to the role of TLR and RLR. We compared the susceptibility of 
mice bearing specific deletions in either RLR (MAVS KO) or TLR (MyD88 KO and TLR3 KO) 
signaling platforms or in both of them (double MyD88/MAVS KO mice) to NiV infection. 
Following intraperitoneal infection of 106 pfu of NiV, mice were monitored daily during 28 
days for clinical signs and mortality. The MAVS KO, MyD88 KO and TLR3 KO mice did show 
any clinical signs during the study. However, when we infected double MyD88/MAVS KO, we 
observed the survival phenotype similar to what was seen in IFNAR KO mice (Figure 1A) and 
mice presented severe neurological syndrome and clinical signs as previously reported for 
IFNAR KO mice (Dhondt et al., 2013). While IFNAR KO mice succumbed to NiV infection at 
day 6, MyD88/MAVS KO mice died between day 9 and 17, although difference was not 
statistically significant. 
IFN-I-induced protection does not require single specialized cell type 
The plasmacytoid DC (pDC) are known as major IFN-I producer cells. The depletion of 
pDC in BDCA2-DTR mice was induced by i.p. injection of diphtheria toxin and mice were 
inoculated with 106 pfu i.p. of NiV, however, clinical signs and mortality were not observed 
during the course of the study (Figure 1B), suggesting that pDC do not present the critical 
cell population responsible for the IFN-I production during NiV infection in mice.  
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To determine the cell population which could be critical for the response to IFN-I 
signaling, we analyzed mice with conditional deletion of IFN-I receptor (IFNAR) in different 
cell types for their susceptibility to NiV infection. We tested mice lacking IFNAR specifically in 
neural cells (Nes Cre/IFNAR flox), DCs (CD11c Cre/IFNAR flox) or NK cells (NK Cre/IFNAR flox). 
However, following infection with 106 pfu i.p. of NiV, none of these lineages showed any 
clinical signs during the study (Figure 1B). These results suggest that although IFN-I signaling 
is necessary for survival, it is not criticaly linked to any of single cell types analyzed in the 
study. 
Role of lymphocytes in NiV clearance in mice 
We observed that if IFNAR KO mice survive during the 12 days post-infection, they 
will resolve the infection and clear the virus, suggesting thus the involvement of the acquired 
immunity, activated later during the infection. To better understand the role of adaptive 
immune system, which becomes fully protective several days after virus entry, we next 
investigated the role of cellular and humoral immunity, using several KO models. Thus, mice 
lacking both B and T lymphocytes and innate lymphoid cells (RAG γc KO), mice lacking T and 
B lymphocytes (RAG2 KO), or lacking either T (CD3ε KO) or B lymphocytes (µMT KO), as well 
as mice depleted for NK cells by injection of anti-NK1.1 antibodies, were inoculated with 106 
pfu i.p. of NiV and monitored daily for clinical signs and mortality (Figure 2A). Mortality was 
recorded in RAGγc KO between day 8 and 20 (Figure 2B) but not in NK1.1 depleted mice, 
suggesting that lymphocytes and innate lymphoid cells are critical for survival but NK activity 
was dispensable. Delayed mortality was recorded between day 14 and 27 (Figure 2B) in 
RAG2 KO mice, confirming the critical role of lymphocytes for the final viral clearance. 
Surprisingly, comparison of mortality of µMT KO and CD3ε KO revealed that only CD3ε KO 
mice were susceptible to NiV infection (between day 17 and 31 (Figure 2B)), suggesting the 
critical role of T lymphocytes rather than B cells. Interestingly, T cell activity in anti-viral 
response does not seem to depend cytotoxic activity of perforin, as preforirn deficient mice 
were resistant to infection (Figure 2A) Statistical analysis of mortality periods revealed 3 
independent periods of mortality, the first related to IFNAR KO, the second related to RAG2 
γc KO, and the third related to RAG2 KO and CD3ε KO mice (Figure 2B), suggesting the 




Spread of NiV infection within infected mice 
Virus propagation in different organs was monitored by quantification of the 
nucleoprotein (NiV N) RNA by RT-qPCR (Figure 2C). The N expression was found in almost all 
analyzed organs with no specific organ-related or mouse strain-related pattern. These 
results were confirmed at the protein level by immunohistochemistry (Figure 3). Viral 
nucleoprotein was found in brain (A, B, C), lungs (D, E, F), spleen (G, H, I) and lymph nodes (J, 
K, L), from IFNAR KO (J, K), RAG2 KO (A, B, D, E and G), RAG2 γc KO (C, F) and CD3ε KO (H, I, L) 
mice. In brain, positive staining was found in neurons. In lungs, positive staining was 
observed in endothelial cells, smooth muscle cells and pneumocytes. In spleen and lymph 
nodes, positive staining was mainly found in lymphatic and vascular endothelial cells 
although strong staining of subcapsular region in these organs suggested that splenic 
marginal zone and lymph node subcapsular sinus macrophages may be infected as well. 
Depletion of macrophages highly increases susceptibility of mice to NiV infection 
As macrophages present the key cell population implicated in the IFN-I mediated 
control of viral infection (Aichele et al., 2003; Cervantes-Barragán et al., 2009; Honke et al., 
2012), we further analyzed the role of this population during the course of NiV infection. We 
used clodronate liposomes injected either i.v. to induce the depletion of macrophages from 
bone marrow, spleen and liver or i.p. to induce the depletion of macrophages in previously 
described compartments and additionally in mesenteric lymph nodes (Van Rooijen and 
Sanders, 1994). Once depletion was performed, mice were injected with 106 pfu i.p. of NiV 
and monitored daily for clinical signs and mortality. Control mice, which received liposomes 
containing PBS, all survived to the infection, one animal (20%) of i.v. depleted animals 
succumbed at day 18 and five animals (80%) of i.p. depleted animals succumbed between 
day 4 and 15 (Figure 4A). These results strongly suggested the critical role of mesenteric 
lymph node macrophages in the protection of mice from lethal NiV i.p. infection. 
To monitor the spreading of the virus in macrophages-depleted mice and control 
mice, we analyzed a kinetic of infection in spleen and liver. The presence of the virus was 
followed by RT-qPCR based on the detection of the nucleoprotein RNA of NiV. Results show 
that the viral load is higher in macrophage-depleted mice and whereas the viral charge 
decreases rapidly after day 2 in spleen and day 4 in liver for mock treated animal, the viral 
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charge decreases slowly and tends to maintain in macrophage depleted animals (Figure 4B). 
Thus, macrophages are responsible for reducing viral load in the early steps of infection. 
CD169+ macrophages play a critical protective role during NiV infection 
Metallophilic macrophages in the marginal zone of the spleen and subcapsular sinus 
of lymph nodes, characterized by the expression of C-type lectin CD169 (siglec-1), have been 
suggested to play an important role in the anti-viral response and activation of acquired 
immunity (Martinez-Pomares and Gordon, 2012). To assess their role during NiV infection, 
we used CD169-DTR mice where depletion of CD169 macrophages can be induce by injection 
of diphtheria toxin. Once injected i.p. with 106 pfu of NiV, mice were monitored daily during 
34 days and clinical signs and mortality was recorded. Three of seven animals died between 
day 9 and day 18 (Figure 4C). Comparison with animals depleted with clodronate liposomes 
i.p. showed similar mortality pattern, but reduced mortality. As previous studies 
demonstrated the critical role of Usp18 protein in CD169+ macrophages (Honke et al., 2012), 
we infected Usp18 KO mice with NiV. Unlike to what was observed for vesicular stomatitis 
virus (VSV), Usp18 deletion did not affect survival of infected mice. To analyze the 
implication of the other macrophage populations and particularly those recruited from 
monocytes to the peritoneal cavity, after i.p. infection, we infected CCR2 KO mice, lacking 
the CCR2 receptor, involved in the monocyte chemotaxis. Neither clinical signs nor mortality 
was observed suggesting that the role of this macrophage population was dispensable in the 
protection. Finally, to test whether interferon signaling is critical in macrophages, we used 
the conditional IFNAR KO mice, deficient for IFNAR only in macrophages and granulocytes 
(LysM Cre/IFNAR flox). However, infection of these mice did not reveal any critical role of 
type-I IFN signaling in these cell populations either (Figure 4C). Quantification of NiV N RNA 
in tissues by RT-qPCR revealed that viral RNA was observed at varying levels in brain, liver, 
lungs and spleen. Surprisingly, the level of NiV N RNA in brains of clodronate liposome 
depleted mice was below quantification level. Altogether, these results suggest that 
macrophages play an important role in protection of mice against NiV infection and CD169+, 






The type of immune response capable to efficiently contain lethal NiV infection is still 
largely unknown. We addressed here this question using a large panel of mice deficient for 
different components of the innate and adaptive immune systems. As our previous work 
demonstrated the essential role of IFN-I signaling in the control of NiV infection (Dhondt et 
al., 2013), we analyzed in this study the nature of intracellular sensor of viral infection, 
critical for the induction of IFN-I response. Although individual signaling pathways through 
RLR, analyzed by MAVS deficient mice, or through TLR, analyzed using MyD88 and TLR3 
deficient mice, were independently sufficient for protection, mice deleted for both RLR and 
TLR (MyD88/MAVS deficient mice) succumbed to the NiV infection in a similar way to mice 
deficient for IFN-I receptor. These results suggest the redundant role for RLR and TLR in the 
sensing of NiV infection and indicate that TLR and RLR signaling are independently involved 
in the efficient protection against lethal NiV infection in mice. Similar results were obtained 
recently for other RNA viruses, including VSV (Spanier et al., 2014) or rotavirus (Broquet et 
al., 2011). However, in some other viral infections, including human metapneumovirus or 
sendai virus either RLR or TLR signaling was shown to be necessary to induce an efficient 
anti-viral protection (Baños-Lara et al., 2013; Gitlin et al., 2010). 
Although pDC, specialized in IFN-I production, are considered to play critical role in 
anti-viral defense (Gilliet et al., 2008), their depletion in mice did to increase the 
susceptibility to NiV infection, suggesting the importance of the other cell types in the 
production of IFN-I. Similarly, in the response to Newcastle disease virus, the major source of 
IFN-I were not pDCs but alveolar macrophages (Kumagai et al., 2007). Several mouse models 
enable addressing the biological role of different immune cell subsets in virus recognition 
and their capacity to raise protective IFN-I response. Surprisingly, in contrast to the other 
infectious models, IFN-I signaling in either macrophages, DCs, NK cells or in neural cells was 
not crucial for the protection from lethal NiV infection. It may be possible that activity of two 
different cell populations is redundant and that ablation of two or more of them is needed 
to abolish protection in mice. This has been very recently shown to be the case for Dengue 
virus, where IFN-I signals in both macrophages and DCs were implicated in the control of the 
infection (Züst et al., 2014).  
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Interestingly, our results demonstrated that T lymphocytes, rather then B cells, were 
critical for the protection. In human cases, NiV infection induced production of virus-specific 
antibodies in the serum and cerebrospinal fluid of infected patients. However, no difference 
was observed in clinical features, laboratory results or mortality between seropositive and 
seronegative patients (Goh et al., 2000; Luby et al., 2006). T cell responses have not been 
analyzed in humans so far. Recent indirect results, showing the efficient vaccination 
protection in the absence of detectable humoral response, suggest the induction of 
protective T cell response following the vaccination with recombinant AAV vector, 
expressing NiV G protein (Ploquin et al., 2013). The anti-viral activity of T lymphocytes does 
not seem to involve cytotoxicity, as our results demonstrated a complete protection in 
perforin-deficient mice. The action of T cells may involve viral clearance via IFN gamma 
production, as shown for some other neurotropic viral infections including measles 
(Patterson et al., 2003), and remains to be analyzed for NiV infection. Determination of the T 
cell arm of the immune system as protective against NiV infection is particularly important in 
the context of design of future Henipavirus vaccines and these results suggest that testing of 
T cell response should be added in protocols aiming to study the efficiency of vaccination. 
Macrophages are known to play an important role in host anti-viral defense by 
bridging the innate and adaptive immune systems (Martinez-Pomares and Gordon, 2012). 
Indeed, our results demonstrated that clodronate-induced depletion of macrophages 
renders mice highly susceptible to NiV infection. As intraperitoneal injection of clodronate 
depletes macrophages in lymph nodes in addition to other organs which are affected after 
intravenous injection of clodronate (Van Rooijen and Sanders, 1994) we postulate that 
lymph node macrophages play a critical role in anti-NiV defense. Several populations of 
macrophages have been described in lymph nodes, with potentially different functions 
(Kastenmüller et al., 2012). Our results suggest that CD169+ macrophages are involved in the 
anti-NiV protection, although they do not seem to be the only population of macrophages 
with that function in mice, demonstrated with the 50% of survival of mice depleted for this 
population. Recent data suggest also that CD169+ macrophages activate CD8+ T cells by 
transferring the antigen to DCs in the spleen (Backer et al., 2010) or by directly 
crosspresenting antigen to CD8+ T cells (Asano et al., 2011; Chtanova et al., 2009) although 
this mechanism may not be ubiquitous, especially in lungs (Purnama et al., 2014). Recently, a 
mechanism of enforced viral replication was demonstrated, enabling particular 
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subpopulation of CD169+ macrophages to support productive early viral infection, leading to 
the efficient innate and adaptive immune activation (Honke et al., 2012, 2013). Interestingly, 
in contrast to what was demonstrated with VSV (Honke et al., 2012), the expression of 
ubiquitin-specific protease Usp18, responsible for lifting the protective IFN-I shield 
selectively in CD169+ macrophages, was not critical in the protection from NiV infection. 
Identification of the other macrophage populations and their specific role in the protection 
against NiV, as well as the mode of protection induced by CD169+ macrophages remains to 
be elucidated. 
Results obtained with different transgenic models suggested that establishment of a 
protective immune response to NiV infection may take place in three different waves (Figure 
5). Early after infection virus is sensed by RLR/TLR signaling platform leading to the 
production of IFN-I and consecutive protection (Figure 5A). In the absence of this initial 
response, mortality takes place early after infection. In the second stage, the implication of 
both innate and adaptive immunity takes place, as analyzed with the model of RAG γc KO 
mice, lacking T and B lymphocytes as well as innate lymphoid cells that are dependent on the 
expression of γc chain of the cytokine receptor. Survival time observed in macrophage-
depleted mice corresponds to that group as well (Figure 5 B). Finally, the third wave, taking 
place three weeks after infection, involves adaptive immune system and establishment of an 
efficient T cell response (Figure 5C). Therefore, both innate and adaptive arms of the 
immune system seem to play a critical and non-redundant role in the protection to NiV 
infection, and seemed to be interconnected by macrophage activity. Deficiency in either of 
them results in the death of infected animals.  
Although henipaviruses provoke serious diseases in their spillover hosts, they seem 
to be asymptomatic in their natural hosts, Pteropus fruit bats. The interactions between NiV 
and bat innate immunity are far from being understood. Although IFN-I signaling was shown 
to play a critical role in protecting mice from Henipavirus infection (Dhondt et al., 2013) both 
IFN-I and IFN type III were inhibited by HeV and NiV in bat cells, suggesting that bats control 
henipavirus infection by yet unidentified mechanism (Lo et al., 2010). Recently, a new 
Henipavirus was reported in rats, in China (Wu et al., 2014), expanding the natural hosts for 
these enigmatic viruses to another species different from bats. Results obtained in mice in 
this study do not necessarily correspond to neither human nor bat response, but do allow 
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obtaining the first insights in the components of the anti-NiV response in vivo and provide 
the exciting challenges for the future research. Understanding the host-pathogen 
relationship in different species and immunopathogenesis of NiV infection is essential for 
further identification of cellular and molecular targets for prophylactic and therapeutic 
intervention. 
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Figure 1. Role of the different components of innate immune system in the survival 
of mice following NiV infection. (A) NiV infection in mice deficient for TLR and RLR 
receptors. MyD88 KO, TLR3 KO, MAVS KO, MyD88/MAVS KO, and IFNAR KO mice (5-6 weeks 
old) were infected intraperitoneally (i.p.) with 106 pfu of NiV and followed during 4 weeks 
post infection. Significant mortality was observed in IFNAR KO mice and MyD88/MAVS KO 
mice. Statistical analysis: n.s. not significant, ** p < 0.01 (B) IFN-I protective effect seems not 
to require single specialized cell type. Mice with tissue specific IFN-I receptor deletions in 
neural cells (Nes-Cre/IFNAR flox), DCs (CD11c Cre/IFNAR flox) and NK clls (NK Cre/IFNAR 
flox), or with systemic deletion: IFNAR KO mice, and BDCA2-DTR mice depleted in pDC, were 
infected i.p. with 106pfu of NiV and observed during 4 weeks. Only IFNAR KO mice presented 




Figure 2. T lymphocytes are mandatory for NiV clearance in mice. (A) IFNAR KO, 
RAG2 γc KO, RAG2 KO, CD3ε KO, µMT KO and Perforin KO mice and mice treated with Ab 
NK1.1, were infected i.p. with 106pfu of NiV and observed during 4 weeks. (B) Box plot 
representation of the mean survival time of deceased animals in susceptible murine lines. 
Statistical analysis: Mann-Whitney test, n.s. not significant, **** p<0.0001; (C) 
Quantification of NiV N copies/µg of tissues in different organs from moribund IFNAR KO, 
RAG2 γc KO, RAG2 KO and CD3ε KO mice. The virus was found in high titer in all organs 
showing the systemic distribution of the virus in all susceptible models. Dashed line 




Figure 3. Immunohistochemistry of NiV N expression in infected mice. Brain (A, B, C) 
lungs (D, E, F), spleen (G, H, I), lymph nodes (J, K, L) were analyzed from IFNAR KO (J, K), 
RAG2 KO (A, B, D, E and G), RAG2 γc KO (C, F) and CD3ε KO (H, I, L) mice. Organs were taken 
from euthanized moribund mice. Staining of NiV N protein appears in brown and 
counterstaining by hematoxylin in purple. G, J enlarged sections of marginal zone and 




Figure 4. Depletion of macrophages highly increases susceptibility of mice to NiV 
infection. (A) Wild Type C57Bl/6 (WT) mice treated with PBS liposomes injected i.p. and i.v. 
(PBS Lipo IP/IV), WT mice treated with clodronate liposomes injected i.p. (Clo IP), or i.v. (Clo 
IV), were infected i.p. with 106pfu of NiV and observed during 4 weeks. (B) WT mice treated 
either with clodronate liposomes or PBS liposomes i.p. were infected i.p. with 106pfu of NiV. 
Groups of 3 mice from each group were sacrificed at 4h, 1, 2, 4 and 7 days post-infection and 
the presence of virus was quantified by RT-qPCR based on the NiV N RNA in spleen and liver. 
(C) IFNAR KO mice, LysM-Cre/IFNAR flox mice, CCR2 KO mice, CD169-DTR mice depleted for 
CD169+ macrophages (n=7) and Usp18 KO (n=4) mice were infected i.p. with 106pfu of NiV 
and observed during 4 weeks. (D) Quantification of NiV N copies/µg of tissues in different 
organs, obtained from either moribund or mice at the end of the experimental protocol (one 
month post infection): IFNAR KO, Clo IP, CD169-DTR and PBS IP/IV mice. Empty symbols 




Figure 5. Schematic presentation of the possible role of immune system in the 
protection of mice from NiV infection. NiV entry into mice is followed by development of 
immune response going through 3 distinct phases. (A) Initial viral replication in susceptible 
cells, including endothelial cells, is detected by the TLR and RLR signaling platform, leading to 
the production of the first wave of IFN-I (blue arrows). (B) Interaction of the virus with lymph 
node macrophages induces the activation of the immune system and results in priming of 
anti-viral effector cells. Innate lymphoid cells (iLC) and DCs may additionally amplify the 
response. (C) Generation of adaptive T cell immune response leads to the final virus 
clearance in mice. 
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Partie V. Perturbation des voies de 
signalisation de l’immunite  inne e par 
les prote ines virales non structurales 
I. Rôle des protéines non structurales virales dans l’évasion de la 
réponse immunitaire 
Comme vu précédemment au chapitre Partie I. I. C. 2. b, les protéines non 
structurales des Henipavirus sont connues pour interférer dans les voies de signalisation de 
l’immunité innée et fournir au virus un échappement à la réponse immunitaire qui en 
découle.  
A. Perturbation de la voie des RLR et TLR 
Les RLR et TLR permettent la reconnaissance d’un très grand nombre d’éléments 
associés à la présence de pathogènes (PAMP : Pathogen Associated Molecular Patterns) et 
sont alors en mesure de déclencher une réponse visant à éliminer la menace. Ainsi, de 
nombreux virus, dont les Henipavirus, ont développé des stratégies visant à perturber le 
fonctionnement de ces détecteurs.  
Le domaine C-terminal de la protéine V des Henipavirus est capable de se fixer sur le 
domaine hélicase de MDA5, entrainant l’abolition de l’activité ATPase de celle-ci et donc la 
reconnaissance de l’ARN double brin viral (Childs et al, 2007a; Childs et al, 2009). La protéine 
LGP2 n’a pas d’action directe sur la production d’interféron car elle est dépourvue des 
domaines CARD qui permettent l’interaction avec MAVS, la protéine adaptatrice permettant 
la poursuite de la signalisation. En revanche, elle agit en tant que régulateur de RIG-I et 
MDA5 et, c’est en ce sens, que son inhibition par la protéine V du virus Nipah, qui se fixe sur 
son site d’interaction, perturbe le fonctionnement d’une réponse adaptée (Childs et al, 
2012). Dans les faits, il semblerait que la protéine V du virus Nipah stabiliserait l’interaction 
entre LGP2 et RIG-I au niveau du site de reconnaissance de cette dernière et, ainsi, 
empêcherait la réversibilité du rétrocontrôle négatif exercé par LGP2. 
La signalisation des TLR et RLR converge vers une voie commune, contrôlée 
notamment par les protéines IRF3, IRF7 et IKKα. L’inhibition de ces effecteurs communs 
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représente pour le virus une voie d’inhibition à moindre coût et de plus grande efficacité. La 
protéine W du virus Nipah est capable d’agir sur ce point par un mécanisme tout à fait 
original. En effet, cette protéine est dotée d’un signal de localisation nucléaire (NLS) qui lui 
permet d’être recrutée dans le noyau de la cellule. D’ici, elle est capable d’intercepter le 
complexe phosphorylé d’IRF-3 / IRF-7 avant sa fixation sur le promoteur du gène de l’IFN-β 
(Shaw et al, 2005). L’effet de la protéine V des Henipavirus sur IRF-3 ne semble pas 
significatif. Il s’agirait manifestement d’une question de compartimentation cellulaire car 
une protéine V mutée pour se localiser dans le noyau possède une activité similaire à celle 
de W et, à l’inverse, une protéine W mutée pour se localiser dans le cytoplasme ne possède 
plus d’activité significative sur la voie IRF-3 (Shaw et al, 2005). Ceci peut s’expliquer par la 
présence de nombreuses kinases fonctionnelles dans le cytoplasme qui pourraient 
contrebalancer les effets de ces protéines virales. Enfin, la protéine C du virus Nipah est aussi 
capable d’inhiber les voies de signalisation des TLR par des mécanismes encore assez mal 
connus (Mathieu, Guillaume, Volchkova, et al, 2012b). De nouveaux éléments de réponse 
tendent à montrer que la protéine C interagirait avec IKKα et, en empêchant la 
phosphrylation d’IRF-7, inhiberait la production d’IFN-α (Yamaguchi et al, 2014). La protéine 
IKKα intervient aussi sous la voie des RLR où elle permet la translocation de NF-κB dans le 
noyau mais le rôle de la protéine C des Henipavirus sur cette voie n’a encore jamais été 
démontré. 
B. Perturbation de la voie de l’interféron de type I 
En aval des voies de détection des pathogènes et en l’absence d’inhibition de celles-
ci, la cellule met en place une première réponse basée sur la synthèse d’interférons, 
molécules qui vont lui permettre ainsi qu’à ses voisines, de synthétiser de nouvelles 
protéines lui permettant de se mettre dans un état peu favorable au développement d’un 
pathogène (ralentissement de la machinerie transcriptionnelle et traductionnelle, 
dégradation accrue du contenu cellulaire, …). Ainsi, lorsque l’interféron libéré dans le milieu 
extracellulaire par la cellule infectée est détecté par une cellule avoisinante saine, 
l’activation du récepteur IFNAR provoque l’activation d’une voie d’activation conduite par 




Les protéines P, V et W partagent le même domaine N-terminal et donc partagent 
aussi les mêmes propriétés vis-à-vis des dimères STAT-1 / STAT-2. En effet, c’est ce domaine 
qui permet aux protéines virales de se fixer à STAT-1 pour en empêcher la phosphorylation 
(Lo et al, 2012). Mais cette action sur la voie de signalisation de l’interféron est complétée, 
de façon tout à fait originale et spécifique des Henipavirus, par un autre mécanisme. En 
effet, contrairement à la protéine V du virus parainfluenza humain de type 2, du virus des 
oreillons et du virus Sendaï qui inactivent les dimères STAT en les détournant vers le 
protéasome où ils sont détruits (Eaton et al, 2006), les protéines P et V du virus Nipah ne 
conduisent pas à la destruction des dimères mais à leur séquestration en complexes de haut 
poids moléculaire, parfaitement inefficaces (Shaw et al, 2004). Bien qu’incapable d’influer 
sur la phosphorylation des STAT, la protéine W est aussi capable de séquestrer les dimères 
dans le noyau (Ciancanelli et al, 2009). Ce mécanisme inédit permet un deuxième niveau de 
blocage pour compléter l’action des protéines P et V mais agit aussi de façon plus durable en 
empêchant le recyclage des STAT vers le cytoplasme. 
II. Article en cours de préparation : Perturbation de la voie de 
signalisation NF-κB par les protéines virales non 
structurales 
Kévin P. Dhondt*1-5, François Enchéry*1-5, Chloé Journo1-5, Louis-Marie Bloyet1-5, Renaud 
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A. Introduction 
NF-κB est une famille de facteurs de transcription dont la translocation nucléaire est 
déclenchée par de nombreuses voies de signalisation (RLRs, TLRs, IL-1R (Interleukine-1 
Receptors), TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor), …). Cette famille de protéine permet la 
production de cytokines pro-inflammatoires via le complexe des protéines IKKs ( I-kappa-B-
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kinase) (IKKα, IKKβ et IKKγ (ou NEMO (NF-kappa-B Essential Modulator)) dans la voie 
canonique et via la protéine IKKα dans la voie non canonique, et est de ce fait le principal 
régulateur de la réponse inflammatoire (Oeckinghaus et al, 2011) (Figure 26). Les voies de 
signalisation de NF-κB sont souvent la cible de protéines virales, notamment des protéines 
non structurales des paramyxovirus. Par exemple, la transfection de la protéine V (ainsi que 
des protéines P et C) du virus de la rougeole perturbe la translocation de certaines sous-
unités de NF-κB (Schuhmann et al, 2011). Ces propriétés des protéines non structurales du 
virus de la rougeole permettraient un contrôle de l’activation de NF-κB plus propice à la 
dissémination du virus (Vijayan et al, 2014). En outre, la protéine C du virus Nipah interagit 
avec la protéine IKKα (également impliquée dans la phosphorylation d’IRF7 et la production 
d’IFNα) (Yamaguchi et al, 2014). Malgré tout, il existe peu de données sur le contrôle des 
voies de signalisation de NF-κB par les protéines non structurales du virus Nipah. 
Au vu des résultats déjà publiés dans notre équipe (Mathieu, Guillaume, Volchkova, 
et al, 2012a) et de l’importance que semblent revêtir les voies de NF-κB chez l’hôte réservoir 
asymptomatique du virus Nipah (Zhang et al, 2013), nous proposons dans cette partie 
d’analyser les rôles éventuels des protéines non structurales du virus Nipah dans le 




Figure 26 : Représentation simplifiée des voies canonique et non canonique de NF-κB. 
(a) Dans la voie canonique, l’IL-1R et les RLRs activent le complexe des protéines IKKs 
(IKKα, IKKβ et IKKγ) via TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6), TAB1 et 2 (TAK1-Binding 1 
et 2) et TAK1 (TGFβ Activated Kinase 1). Le complexe des protéines IKKs permet la 
phosphorylation d’I-κB (Inhibitor-kappa B), son ubiquitination et sa dégradation par le 
protéasome. Le dimère NF-κB (ici p65/p50) n’est alors plus séquestré dans le cytoplasme et 
est transloqué vers le noyau. D’autres récepteurs, sont impliqués dans le déclenchement de la 
voie canonique via d’autres adaptateurs protéiques (TNFR, TLRs, TCR (T Cell Receptor), …). (b) 
Dans la voie non canonique, le LT-βR (Lymphotoxin-β receptor) entraîne l’activation de la 
protéine IKKα par la protéine NIK (NF-kappa-B Inducing Kinase) via TRAF3 (TNF Receptor 
Associated Factor 3), ce qui permet la phosphorylation de la sous-unité p100, son 
ubiquitination et sa transformation par le protéasome. Le dimère NF-κB (p52/RelB) n’est 
alors plus séquestré dans le cytoplasme et est transloqué vers le noyau. D’autres récepteurs, 
sont impliqués dans le déclenchement de la voie non canonique (BCR (B Cell Receptor), BAFFR 
(B cell-Activating Factor Receptor), …). (a et b) Les facteurs de transcription, ainsi transloqués 
dans le noyau, se fixent à toute une gamme de promoteurs permettant l’activation de 
nombreux gènes, dont ceux codant pour des cytokines pro-inflammatoires. 
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B. Matériel et méthode 
1. Lignées cellulaires  
Les cellules Human Embryonic Kidney 293T (HEK-293T) et Human Embryonic Kidney 
293 (exprimant constitutivement un gène rapporteur luciférase Firefly, sous le contrôle du 
promoteur ELAM (Endothelial Cell-Leukocyte Adhesion Molecule)) (HEK-293-pr(ELAM).luc) 
ont été cultivées et maintenues dans du Dulbecco’s Medium Eagle’s Modified (DMEM Gibco, 
Invitrogen), supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Gibco), 2 mM de L-
Glutamine, 10 mM de tampon HEPES et 40 μg/mL de gentamycine, à 37°C sous 5% de CO2 et 
95% d’humidité. 
2. Constructions plasmidiques 
Les différentes séquences codant pour les protéines P, V, W et C du virus Nipah 
Malaisie (numéro d’accession AF376747.1) ont été obtenues par RT-PCR random primers + 
oligo dT (SuperScript® II Reverse Transcriptase d’Invitrogen) à partir de l’ARN extrait de 
cellules HEK-293 infectées par le virus Nipah et amplifiées par PCR (PrimeSTAR® HS DNA 
Polymerase de Takara). Les séquences codant pour les protéines de la famille des IKKs (IKKα, 
IKKβ et IKKγ) de l’Homme ont été obtenues par PCR à partir des plasmides d’expression glu1-
IKKα, glu1-IKKβ et glu1-IKKγ gracieusement donnés par l’équipe de Vincent Lotteau (CIRI, 
Lyon, France). Ces séquences ont été purifiées sur gel d’agarose (kit GFXTM PCR DNA and Gel 
Band Purification de GE Healthcare), puis insérées par recombinaison homologue avec la 
polymérase du virus de la vaccine (kit Infusion® de Clontech) dans différents vecteurs. 
Pour les PCA (Protein Complementation Assay) basés sur la luciférase Gaussia 
princeps, les plasmides, déjà disponibles dans notre équipe, glu1-HA-pCi, glu2-Flag-pCi, pCi-
HA-glu1 et pCi-Flag-glu2 (codant pour le premier ou le second domaine de la luciférase 
Gaussia princeps) permettent l’ajout des éléments protéiques glu1-HA ou glu2-Flag aux 
extrémités N-terminales ou C-terminales des protéines à tester. La liaison entre la protéine 
d’intérêt et l’élément glu est assurée par la charnière flexible de 23 résidus d’acides aminés 
(GGGGSGGGGSPITSLYKKVGGRS) décrite par Cassonet et al. en 2011. Ces plasmides ont été 
préalablement digérés et purifiés sur gel d’agarose pour l’insertion des séquences 
nucléiques des protéines à tester. 
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Pour les tests fonctionnels, les plasmides pCG-HA et pCG-Flag ont été construits à 
partir d’un plasmide pCG déjà disponible dans notre équipe. Les séquences nucléiques sens 
et antisens correspondant aux étiquettes HA et Flag ont été synthétisées par la société 
Eurofins Genomics. L’hybridation des brins sens et antisens s’est faite dans un tampon 
adéquat par diminution progressive de la température après une dénaturation à 98°C. Les 
séquences d’ADN double brin ainsi obtenues ont été insérées par recombinaison homologue 
(kit Infusion® de Clontech) dans le plasmide pCG préalablement digéré et purifié sur gel 
d’agarose. Une fois digérés et purifiés sur gel d’agarose, ces plasmides pCG-HA et pCG-Flag 
permettent l’ajout des étiquettes HA ou Flag aux extrémités N-terminales des protéines à 
tester. 
Après recombinaison homologue, les plasmides contenant les différentes séquences 
nucléiques des protéines du virus Nipah et des protéines de la famille des IKKs ont été 
produits par transformation de bactéries compétentes E.coli Stellar (Clontech). Les 
plasmides issus de colonies séparées et purifiés (kit NucleoSpin® Plasmid de Macherey-
Nagel) ont été sélectionnés par criblage après digestion par une enzyme de restriction 
(choisie pour donner une carte de restriction différente du plasmide vide d’origine et un 
profil de migration typique correspondant à la séquence insérée) et migration sur gel 
d’agarose.  
Le plasmide pCAGGS-NiVC-Flag, codant pour la protéine C du virus Nipah Malaisie 
étiquetée Flag en partie C-terminale, nous a gracieusement été donné par l’équipe de 
Christopher F. Basler (Mount Sinai School of Medicine, New York, USA). Le plasmide 
d’expression pCG-MeVN était déjà disponible dans notre équipe et a été construit selon les 
mêmes méthodes que celles décrites ci-dessus. 
Toutes les constructions ont été vérifiées par séquençage et leur expression par 
Western-Blot.  
3. Analyse par Western-Blot 
Des cellules HEK-293T ont été ensemencées à 6.105 cellules par puits dans des 
plaques 6 puits. Après 24h, les cellules ont été transfectées avec du JetPrime (Polyplus-
Transfection®) avec 2 μg de plasmide. 24h post-transfection, les cellules ont été décrochées 
des puits par l’utilisation de trypsine, centrifugées, lavées avec du tampon phosphate salin 
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(PBS) et re-centrifugées. Le culot cellulaire a ensuite été lysé dans 50 μl dans un tampon de 
lyse (6 M d’urée, 150 mM NaCl, 20 mM Tris pH8, 0,6% NP40, 2 mM EDTA et 1X de Complete 
® (Roche)). Les lysats ont été incubés 20 minutes à 4°C, puis centrifugés 10 minutes à 15000 
g à 4°C. Les surnageants ont été récupérés et les protéines dénaturées par ajout de tampon 
de Laemmli (1X final). Les polypeptides ont été séparés par SDS-PAGE sur gels à 10% 
(protéines < 80 kDa) ou 12% (protéines > 90 kDa) de polyacrylamide et transférés sur une 
membrane de polyvinylidene difluorife (PVDF, GE Healthcare) pendant une nuit à 4°C à 50 
mA dans du tampon de transfert (CAPS 1X et éthanol 10 %). Les membranes ont été rincées 
dans du tampon TBS-Tween 1X (50 mM Tris, 150 mM NaCl et 0.05% Tween 20) et saturées 
dans du TBS-Tween 1X-lait 5% pendant 1 heure à température ambiante avant d’être 
incubées avec les anticorps primaires (de souris ou de lapin) dilués dans du TBS-Tween 1X-
lait 5% pendant 2h à température ambiante, sous agitation. Les membranes ont ensuite été 
lavées 7 fois (2 lavages rapides + 5 lavages de 5 minutes) avec du TBS-Tween 1X avant d’être 
incubées pendant 1h sous agitation à température ambiante avec les anticorps secondaires 
(anticorps anti-souris ou anti-lapin) dilués dans du TBS-Tween 1X-lait 1%. Une série de 7 
lavages a été faite avant la révélation (kit de luminescence Covalight® de Covalab). 
4. Virus et test fonctionnel avec gène rapporteur 
Luciférase en contexte d’infection 
Des cellules HEK-293-pr(ELAM).luc ont été ensemencées à 2.104 cellules (dans 100 µl) 
par puits dans des plaques 96 puits (traitées avec de la Poly-D-Lysine à 50 µg/ml). 24h après 
ensemencement, les cellules ont été infectées avec le virus Nipah Malaisie (isolat UMMC1 ; 
GenBank AY029767) ou le virus Nipah recombinant C-KO (Mathieu, Guillaume, Volchkova, et 
al, 2012a) à une MOI de 1. 24h après infection, les cellules ont été traitées avec 20 ng/ml 
d'IL-1β (selon la légende). Après 6h d'incubation, les cellules ont été lysées dans 40 μl de 
tampon de lyse du kit Luciferase Assay system® (Promega) pendant 30 minutes sous 
agitation. L’activité de la luciférase Firefly a été mesurée par un luminomètre (Tecan 
M1000pro Infinite®) après ajout de 80 μl de substrat de la luciférase Firefly (Promega) et 




5. Test fonctionnel avec gène rapporteur Luciférase en 
contexte de transfection 
Des cellules HEK-293-pr(ELAM).luc ont été ensemencées à 2.104 cellules (dans 100 µl) 
par puits dans des plaques 96 puits (traitées avec de la Poly-D-Lysine à 50 µg/ml). Après 24h, 
des triplicats de cellules ont été transfectés avec du JetPrime (Polyplus-Transfection®) avec 
un des plasmides codant pour les protéines P, V, W et C du virus Nipah, et pour la 
nucléoprotéine du virus de la Rougeole (MeV) à différentes concentrations (50 ng, 100 ng et 
200 ng) et 20 ng d’un plasmide pHRL-tk exprimant la luciférase Renilla pour la normalisation 
du signal. Dans chaque puits, la concentration totale de plasmides a été ajustée en ajoutant 
le vecteur vide correspondant à celui codant pour la protéine virale (pCG pour les protéines 
P, V, W, et N de MeV, et pCAGGS pour la protéine C). 24h après transfection, des triplicats 
ont été traités avec 20 ng/ml d’interleukine-1 β (IL-1β) (selon la légende). Après 6h de 
traitement, 25 µl de milieu ont été retirés dans chaque puits (pour ajuster la concentration 
avec le réactif selon le protocole Dual-Glo® Luciferase Assay System de Promega), avant une 
incubation de 10 minutes à température ambiante. Une lecture de la luminescence sans 
ajout de réactif a été réalisée par un luminomètre (Berthold® Mithras LB940) pour 
déterminer le bruit de fond. 75 µl de substrat Dual-Glo® Luciferase (Promega) ont été 
ajoutés dans chaque puits et, après une incubation de 10 minutes à température ambiante, 
l’activité de la luciférase Firefly a été mesurée par le luminomètre. 75 µl de substrat 
Stop&Glo® (Promega) ont été ajoutés dans chaque puits et, après une incubation de 10 
minutes à température ambiante, l’activité de la luciférase Renilla Gaussia princeps a été 
mesurée avec le luminomètre. Les mesures obtenues (exprimées en RLU) ont été traitées 
comme suit : activité de la luciférase dépendante du promoteur ELAM = (RLU Firefly – RLU 
blanc) / (RLU Renilla). 
6. Test de complémentation protéique basé sur la 
luciférase (Figure 3) 
Des cellules HEK-293T ont été ensemencées à 2.104 cellules (dans 100 µl) par puits 
dans des plaques 96 puits (traitées avec de la Poly-D-Lysine à 50 µg/ml). Après 24h, des 
triplicats de cellules ont été transfectés avec du JetPrime (Polyplus-Transfection®) avec deux 
plasmides différents (100 ng chacun), codant respectivement pour une protéine A étiquetée 
glu1 (en partie N ou C-terminale) et pour une protéine B étiquetée glu2 (en partie N ou C-
terminale). Les cellules ont été lysées 24h post-transfection dans 40 μl de tampon de lyse 
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Renilla 1X (Promega) pendant 30 minutes sous agitation. L’activité de la luciférase de 
Gaussia princeps a été mesurée par un luminomètre (Berthold® Mithras LB940) après ajout 
de 80 μl de substrat de Luciférase Renilla (Promega) et exprimée en RLU (Relative 
Luminescence Unit). Chaque activité luciférase a été calculée à partir de la moyenne de trois 
essais et exprimée en rapport de luminescence normalisé (NLR, Normalized Luminescence 
Ratio) calculé comme suit : pour le couple protéique testé A et B, la luminescence mesurée 
pour des cellules co-exprimant les protéines glu1-A + glu2-B a été divisée par la somme du 
signal RLU mesuré de chaque partenaire co-exprimé avec le plasmide vide correspondant 
(glu1-A + glu2-B) / [(glu1-A + glu2) + (glu1 + glu2-B)] (Figure 27. A). Le NLR mesuré reflète 
l’interaction entre le couple protéique testé. Une interaction est considérée comme positive 
lorsque le NLR est supérieur à 3,5 avec un intervalle de confiance de 97,5% (Cassonnet et al, 
2011). Les NLR obtenus pour les différentes combinaisons de protéines (sous-unités glu1 et 
glu2 en partie N ou C-terminales) ont été normalisés à l’aide de l’interaction entre la 
protéine P du virus Nipah et sa nucléoprotéine, afin de faciliter la comparaison avec les 
résultats de la Figure 30. 
 
Figure 27 : HT-GPCA (High-Throughput Gaussia princeps Luciferase-Based 
Complementation Assay), test de complémentation protéique basé sur la luciférase Gaussia 
princeps. 
Deux partenaires protéiques potentiels sont fusionnés respectivement avec le 
domaine gl1 ou gl2 de la luciférase en position N ou C-terminale (A1). Le rapprochement des 
deux sous-unités de la luciférase, consécutive à une interaction protéique, permet la 
restauration de l’activité enzymatique quantifiable de la luciférase (A2). Cette méthode 
qualitative présente l’avantage de pouvoir se dérouler dans une cellule de mammifère, 
contexte cellulaire plus pertinent que la levure. Les données sont exprimées en rapport de 
luminescence normalisée (Normalized Luminescence Ratio, NLR) (A3) avec comme valeur 
seuil NLR >3,5 (B) (Cassonnet et al, 2011). 
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7. Analyses statistiques 
Les résultats présentés sont les moyennes des valeurs obtenues dans les différentes 
expériences, accompagnées de l’écart-type. Les analyses statistiques réalisées dans le cadre 
des tests fonctionnels en contexte d’infection et de transfection sont des tests t non 
appariés avec correction de Welch, en supposant la normalité des populations. Les résultats 
significatifs sont représentés par * pour 0.01 < p < 0.05, ** pour 0.001 < p < 0.01, *** pour 
0.0001 < p < 0.001 et **** pour p < 0.0001. 
C. Résultats préliminaires 
1. Effet de l’infection par le virus Nipah sur les voies de 
signalisation de NF-κB 
Afin d’analyser l’effet de l’infection du virus Nipah sur l’activation des voies de NF-κB, 
nous avons utilisé des cellules HEK-293-pr(ELAM).luc (Figure 28). Le promoteur ELAM 
possède trois sites de fixation des dimères de NF-κB (Jensen et Whitehead, 2003) et ne 
permet pas de faire la distinction entre l’activation des voies canonique et non canonique. 
De plus, le promoteur ELAM n’est pas spécifique des voies de NF-κB, en effet il possède un 
site de fixation AP1 (Jensen et Whitehead, 2003). 
Dans les cellules HEK-293-pr(ELAM).luc infectées par le virus Nipah, l’activité du gène 
rapporteur est significativement supérieure par rapport à celle des cellules non infectées (p 
= 0,0075) (Figure 28. A). Cependant, lors de l’infection par le virus recombinant C-KO, 
l’activité du gène rapporteur est inférieure par rapport à celle des cellules infectées par le 
virus Nipah (p = 0,0094) et également diminuée par rapport à l’activité du promoteur dans 




Figure 28 : Test fonctionnel avec gène rapporteur luciférase en contexte d’infection. 
Les cellules HEK- HEK-293-pr(ELAM).luc ont été soit infectées avec le virus Nipah ou 
avec le virus Nipah recombinant C-KO (rNiV C-) à une MOI de 1, 24h après ensemencement, 
soit non infectées (n.i.). (A) Les cellules n’ont pas été traitées et 30h après infection, l’activité 
de la luciférase Firefly a été mesurée (RLU). (B) Les cellules ont été traitées à l’IL-1β (20 
ng/ml) 24h après infection et après 6h d’incubation, l’activité de la luciférase Firefly a été 
mesurée (RLU). (A et B) * = 0,001 < p < 0,05 et ** = 0,001 < p < 0,01. Cette expérience n’a été 
réalisée qu’une seule fois en triplicats. 
L’activation de la voie canonique de NF-κB et de la voie d’AP1 a été réalisée par 
traitement des cellules à l’IL-1β, qui active le complexe des protéines IKKs par la même voie 
que les RLRs (Figure 26). Néanmoins, ces activations n’aboutissent pas aux mêmes 
signatures transcriptomiques. En effet, IL-1R et les RLRs activent différentes voies parallèles 
qui modulent leur réponse finale (Hayden et Ghosh, 2008). A noter également, que 
l’activation par l’IL-1β de la voie canonique de NF-κB et de la voie d’AP1, permet de se 
soustraire de l’inhibition de ces voies par la protéine V du virus Nipah via MDA5 (Melanoma 
Differentiation-associated Antigen 5) (Childs et al, 2007b). Dans les cellules HEK-293-
pr(ELAM).luc infectées par le virus Nipah et traitées 24h après l’infection à l’IL-1β (20 ng/µl) 
pendant 6h, l’activité du gène rapporteur est significativement inférieure à celle des cellules 
non infectées (p = 0,0025) (Figure 28. B). De plus, pour les cellules infectées par le virus 
recombinant C-KO, l’activité du promoteur est également inférieure à celle des cellules non 
infectées (p = 0,0027) et diminuée par rapport à celle des cellules infectées par le virus Nipah 
(p = 0,006) (Figure 28. B). 
Ces résultats suggèrent que l’infection par le virus Nipah pourrait moduler l’activation 
des voies de NF-κB et qu’un rôle important pourrait être joué par la protéine C. 
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2. Effets des protéines non structurales du virus Nipah sur 
les voies de signalisation de NF-κB en contexte de 
transfection 
Nous avons ensuite voulu confirmer le rôle de la protéine C sur la modulation des 
voies de NF-κB en contexte de transfection (Figure 29). Dans les cellules HEK-293-
pr(ELAM).luc transfectées avec le plasmide d’expression de la protéine C du virus Nipah et 
en l’absence de traitement à l’IL-1β, plus la concentration du plasmide augmente (50 ng, 100 
ng et 200 ng), plus l’activité du gène rapporteur augmente (Figure 29. A). L’activité du gène 
rapporteur est significativement supérieure lors de la transfection de 200 ng du plasmide 
exprimant la protéine C (p = 0,0013) par rapport à l’activité du promoteur dans les cellules 
transfectées avec le vecteur vide. On retrouve les mêmes résultats dans le cas des cellules 
HEK-293-pr(ELAM).luc traitées à l’IL-1β (20 ng/µl) (Figure 29. B). L’activité du gène 
rapporteur est également augmentée lors de la transfection de 200 ng du plasmide 
exprimant la protéine C (p < 0,0001) par rapport à la transfection du vecteur vide.  
Par la suite, nous avons voulu vérifier si les autres protéines non structurales du virus 
Nipah pouvaient jouer un rôle dans la modulation des voies de NF-κB. De façon similaire à ce 
qui a été observé avec la protéine C, les protéines P (p = 0,0379), V (p = 0,0226) et W (p = 
0,0078) activent significativement le gène rapporteur dans les cellules HEK-293-pr(ELAM).luc 
(Figure 29. C). A noter également que l’activité du gène rapporteur est augmentée lors de la 
transfection de 200 ng de plasmides exprimant la protéine W par rapport aux cellules 
transfectées avec 200 ng de plasmides exprimant les protéines P (p = 0,0077) et V (p = 
0,0083). On retrouve les mêmes résultats dans le cas des cellules HEK-293-pr(ELAM).luc 
traitées à l’IL-1β (20 ng/µl) (Figure 29. D). L’activité du gène rapporteur est augmentée lors 
de la transfection de 200 ng des plasmides exprimant P (p = 0,0049), V (p = 0,0005) et W (p < 
0,0001) par rapport à la transfection du vecteur vide. Dans les cellules traitées également, 
l’activité du gène rapporteur lors de l’expression de la protéine W est supérieure à celle lors 
de l’expression des protéines P (p = 0,0023) et V (p < 0,0001). Les résultats obtenus avec la 
protéine C ne peuvent être comparés à ceux obtenus avec les protéines P, V et W, puisque 




Figure 29 : Test fonctionnel avec gène rapporteur luciférase en contexte de 
transfection. 
Les cellules HEK-293-pr(ELAM).luc ont été soit transfectées avec un des plasmides 
codant pour les protéines P, V, W et C du virus Nipah à différentes concentrations (50 ng, 100 
ng et 200 ng), soit transfectées avec 200 ng d’un plasmide pCG-MeVN exprimant la 
nucléoprotéine du virus de la Rougeole (MeV N), soit transfectées avec 200 ng du vecteur 
vide correspondant (VV, pCG ou pCAGGS). Les cellules ont également toutes été transfectées 
avec 20 ng d’un plasmide pHRL-tk exprimant la luciférase Renilla pour la normalisation du 
signal. Dans chaque puits, la concentration totale de plasmides a été ajustée en ajoutant le 
vecteur vide correspondant à celui codant pour la protéine virale (pCG pour les protéines P, V, 
W et pCAGGS pour la protéine C). (A et C) Les cellules n’ont pas été traitées et 30h après 
transfection, l’activité de la luciférase Firefly et de la luciférase Renilla ont été mesurées. (B et 
D) Les cellules ont été traitées à l’IL-1β (20 ng/ml) 24h après transfection et après 6h 
d’incubation, l’activité de la luciférase Firefly et de la luciférase Renilla ont été mesurées. (A, 
B, C et D) Une lecture de la luminescence sans ajout de substrat a été réalisée et l’activité du 
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promoteur ELAM correspond au ratio (RLU Firefly – RLU blanc) / (RLU Renilla). * = 0,001 < p < 
0,05 ; ** = 0,001 < p < 0,01 ; *** = 0.0001 < p < 0.001 ; **** = p < 0.0001. Cette expérience a 
été réalisée deux fois en triplicats et les résultats obtenus étaient reproductibles. 
Dans les cellules HEK-293-pr(ELAM).luc transfectées avec 200 ng d’un plasmide pCG-
MeV N exprimant la nucléoprotéine du virus de la Rougeole (Figure 29. C et D), il n’y a pas de 
différence significative entre les cellules transfectées avec le vecteur vide pCG et celles 
transfectées avec le plasmide pCG exprimant MeV N, que ce soit dans les cellules traitées ou 
non traitées (Figure 29. C et D). Ce résultat montre que l’expression d’une protéine 
cytoplasmique par transfection n’entraîne pas systématiquement l’activation du promoteur 
ELAM et que ce sont bien les protéines non structurales du virus Nipah, qui ont un effet 
spécifique sur l’activation du gène rapporteur. Ces données suggèrent que chacune des 
protéines non structurales du virus Nipah auraient un rôle dans la modulation des voies de 
NF-κB. 
3. Interactions des protéines non structurales du virus 
Nipah avec les protéines IKKs  
Afin d’explorer les interactions des protéines non structurales du virus Nipah avec les 
protéines des voies de signalisation de NF-κB, nous avons réalisé des tests de 
complémentation protéique (PCA) basés sur la luciférase de Gaussia princeps (Figure 30). 
Pour contrôler la validité de ces tests, un contrôle positif, correspondant à une interaction 
déjà décrite dans la littérature, a été réalisé : le contrôle choisi est l’interaction entre la 
nucléoprotéine N et la phosphoprotéine P du virus Nipah (Habchi et al, 2011). Dans 
l’interprétation des résultats de PCA, une interaction entre deux protéines est considérée 
positive quand le NLR est supérieur à 3,5 (Cassonnet et al, 2011). Néanmoins, ce seuil est à 
considérer avec précaution. Il a été déterminé dans un contexte expérimental donné, qui ne 
sont pas les conditions des PCA réalisées dans cette étude (cellules, expérimentateur, 
luminomètre, …). Il convient donc d’analyser les NLR obtenus par PCA par rapport au seuil 
fixé de 3.5, mais les interactions présentant des NLR proches du seuil de positivité seront à 
considérer avec prudence. Le NLR de notre contrôle (entre P et N du virus Nipah), est de 




Figure 30 : Mesures par PCA des interactions entre les protéines du complexe IKK 
(IKKα (A), IKKβ (B) et IKKγ (C)), dont les domaines glu1 de la luciférase de Gaussia princeps 
sont en partie N-terminale, avec les protéines non structurales du virus Nipah (P, V, W et C) 
dont les domaines glu2 de la luciférase sont en partie N-terminale. 
Les résultats correspondent aux NLR de chaque couple de protéines testé et la droite 
rouge horizontale représente le seuil de positivité de 3,5. Dans cette configuration (sous-
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unités glu1 et glu2 en partie N-terminale), les PCA ont été réalisés deux fois et les résultats 
obtenus étaient reproductibles. 
Toutes les PCA, présentés dans la Figure 30, ont été réalisés avec les sous-unités glu1 
et glu2 en partie N-terminale des protéines d’intérêt et se sont focalisés sur les protéines 
IKKs, qui représentent des composants critiques de l’activation des voies de NF-κB (Hayden 
et Ghosh, 2008). De plus, une interaction entre la protéine C du virus Nipah et IKKα a déjà 
été décrite (Yamaguchi et al, 2014), ce que l’on retrouve dans la Figure 30. A (NLR de 17,3), 
et nous permet de valider notre méthode. 
Nous avons ensuite exploré les interactions éventuelles entre les protéines non 
structurales du virus Nipah et les autres protéines de la famille des IKKs (IKKβ et IKKγ), qui 
ont un rôle prépondérant dans l’activation de la voie canonique de NF-κB. Les NLR obtenus 
permettent d’envisager des interactions entre la protéine IKKβ et la protéine P du virus 
Nipah (Figure 30. B) et entre les protéines P et V et la protéine IKKγ (Figure 30. C). 
Afin de tester si la position des sous-unités glu (en partie N-terminale ou C-terminale) 
pouvait modifier les résultats obtenus, des PCA ont été réalisés pour toutes les combinaisons 
(résultats non présentés). Ainsi dans la conformation glu1 et glu2 en partie C-terminale, on 
observe une interaction entre la protéine IKKβ et la protéine V, déjà suggérée par les 
résultats de la Figure 30. B. De plus, dans les interactions entre la protéine C du virus Nipah 
et la protéine IKKα, on observe une baisse du signal dans le cas de la protéine IKKα couplée à 
la sous-unité glu1 en partie C-terminale. 
Ces résultats suggèrent que les protéines IKKs pourraient être les partenaires des 
protéines non structurales du virus Nipah dans la modulation de NF-κB, aussi bien dans la 
voie canonique que dans la voie non canonique. Cependant, toutes les interactions 
protéiques suggérées par PCA seront confirmées par une autre méthode (co-
immunoprécipitation par exemple) dans un avenir proche. 
D. Analyse des résultats 
Nos résultats montrent que le virus Nipah entraîne une activation du promoteur 
ELAM dans les cellules HEK-293-pr(ELAM).luc, en l’absence de stimulation par l’IL-1β, ce qui 
souligne une activation des voies de NF-κB (canonique et/ou non canonique) et/ou d’AP1 
lors d’une infection par le virus (Figure 28. A). Lors de l’infection par le virus recombinant C-
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KO, l’activation du promoteur ELAM est réduite et est même inférieure au niveau 
d’activation des cellules non infectées (Figure 28. A). Ces résultats suggèrent que la protéine 
C du virus Nipah aurait un rôle dans l’activation ou dans la levée de l’inhibition des voies de 
NF-κB et/ou d’AP1 et que, sans la protéine C, le virus Nipah limiterait l’activation d’une ou 
plusieurs de ces voies. L’activation de la voie canonique de NF-κB et/ou de la voie AP1 par le 
traitement à l’IL-1β est efficace, puisque l’activation du promoteur ELAM est augmentée 
dans les cellules traitées par rapport aux cellules non traitées quelles que soient les 
conditions (Figure 28). A l’inverse des cellules non traitées, l’infection des cellules traitées 
par le virus Nipah entraîne une diminution de l’activité du gène rapporteur par rapport aux 
cellules traitées et non infectées (Figure 28. B). Deux hypothèses peuvent être avancées 
pour expliquer ce résultat : soit l’infection par le virus Nipah entraine une inhibition de la 
voie canonique de NF-κB et/ou de la voie d’AP1, soit les cellules infectées par le virus Nipah 
ne sont pas capables de répondre aussi efficacement que les cellules non infectées à la 
stimulation par l’IL-1β. Cette diminution de l’activité du promoteur ELAM est accentuée dans 
le cas de l’infection par le virus recombinant C-KO, ce qui confirmerait l’activation ou la levée 
d’inhibition des voies de NF-κB et/ou d’AP1 par la protéine C (Figure 28. B). Ces résultats 
sont néanmoins à considérer avec précaution dans la mesure où cette expérience n’a été 
réalisée qu’une seule fois pour le moment. Pour préciser l’effet du virus Nipah dans les 
cellules traitées à l’IL-1β, il conviendrait de normaliser le signal luciférase Firefly en 
transfectant un plasmide exprimant la luciférase Renilla (Dual-Glo® Luciferase Assay System 
de Promega). Cette normalisation n’a pas été réalisée dans un premier temps pour ne pas 
perturber (en transfectant des plasmides) le signal généré par le virus Nipah. La réalisation 
de ce test avec des virus recombinants V-KO et W-KO permettrait également de compléter 
ces premiers résultats. 
Après avoir exploré les effets de l’infection par le virus Nipah sur les voies de NF-κB et 
d’AP1, il convient de confirmer l’implication des protéines non structurales dans la 
modulation de ces mêmes voies. En contexte de transfection, la protéine C du virus Nipah 
entraîne bien une activation du gène rapporteur, que ce soit en cellules traitées ou non 
traitées, ce qui est en conformité avec l’hypothèse d’une activation des voies de NF-κB 
(Figure 29. A et B). Cependant, la transfection des protéines P, V et W entraîne également 
une augmentation du signal du gène rapporteur, que ce soit avec ou sans traitement à l’IL-1β 
(Figure 29. C et D), avec une augmentation plus élevée dans le cas de la protéine W. Dans le 
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cas de la transfection de la nucléoprotéine du virus de la rougeole, il n’y a pas de différence 
entre l’activation du promoteur ELAM par le vecteur vide pCG et entre l’activation par le 
plasmide pCG exprimant MeV N (Figure 29. C et D). Ce n’est donc pas une production 
importante de protéines (stress cellulaire) dans le cytoplasme des cellules, qui active le 
promoteur. La transfection des protéines P, V et W du virus Nipah entraînerait donc bien 
l’activation des voies de NF-κB (canonique et/ou non canonique) et/ou d’AP1, ce qui 
confirmerait l’hypothèse de l’incapacité des cellules infectées à répondre aussi efficacement 
que les cellules non infectées à la stimulation par l’IL-1β (Figure 28. B). Les mêmes tests 
devront être réalisés avec un vecteur pCG exprimant la protéine C du virus Nipah afin de 
pouvoir comparer les niveaux d’activation des voies avec ceux obtenus avec les protéines P, 
V et W. La difficulté d’interprétation des résultats vient du fait que les voies de signalisation 
sont confondues en utilisant un gène rapporteur avec promoteur ELAM. De ce fait, pour 
préciser quelles protéines non structurales agissent sur quelles voies de signalisation, la 
réalisation d’un test fonctionnel de relocalisation nucléaire des sous-unités p65, p52 et c-Jun 
par un test de microscopie en flux avec ImagestreamX, en contexte de transfection, est en 
cours. 
Des PCA ont été réalisés afin d’explorer les interactions des protéines non 
structurales du virus Nipah avec les protéines de la famille des IKKs. Dans les résultats de la 
Figure 30, toutes les interactions testées entre les protéines non structurales et les protéines 
de la famille des IKKs, présentent un NLR supérieur à 3,5. Les protéines P et V semblent donc 
interagir avec les protéines IKKβ et IKKγ (Figure 30. B et C). Ces résultats sont néanmoins à 
considérer avec précaution même si l’interprétation des résultats de la Figure 30 est 
confirmée par les différentes combinaisons réalisées (sous-unités glu1 et glu2 en partie N et 




Partie VI. Discussion 
I. Axe 1 : Rôle des Héparanes Sulfates dans l’infection aux 
Henipavirus 
La dissémination rapide des Henipavirus au sein de leur hôte fait partie des critères 
qui expliquent leur très forte pathogénicité chez l’homme. Ainsi, nous nous sommes tout 
d’abord attachés à identifier les mécanismes de cette dissémination rapide et à trouver des 
molécules actives capables de ralentir la progression virale. Nous avons ainsi pu démontrer 
au cours de cette thèse que les Héparanes Sulfates (HS), présents à la surface de très 
nombreuses cellules jouent un rôle critique dans la dissémination virale. En effet, ces glyco-
amino-glycanes permettent des mécanismes de trans-infection, par l’intermédiaire de 
cellules non sensibles telles que les leucocytes mais aussi l’infection in cis des cellules 
sensibles en favorisant certainement les interactions avec le récepteur viral, EFN B2 ou B3.  
La capacité des HS à favoriser les infections virales a déjà pu être montrée pour de 
nombreux virus et se fait généralement par le biais d’interactions entre les HS et les 
glycoprotéines d’enveloppe. Ainsi, l’interaction entre les HS et la protéine d’enveloppe 
gp120 du VIH-1 (Mondor et al, 1998; Vives et al, 2005) ou la protéine A27L du virus de la 
vaccine (Chung et al, 1998) ont déjà pu être démontrées. De plus, ces interactions ont aussi 
été mises en évidence avec des glycoprotéines d’enveloppe de virus de la famille des 
Paramyxoviridae (dont font partie les Henipavirus) tels l’hémagglutinine du virus de la 
rougeole (Terao-Muto et al, 2008), la protéine de fusion du virus respiratoire syncytial 
humain (hRSV) (Feldman et al, 2000) ou le métapneumovirus humain (Chang et al, 2012). 
Dans le cas du virus RSV bovin (bRSV) ou du virus de la maladie de Carré (CDV), il semblerait 
que les protéines H et F soient toutes deux capables d’une interaction avec les HS (Fujita et 
al, 2007; Karger et al, 2001). D’après nos résultats d’étude d’affinité par résonance de 
plasmons de surface, les HS interagiraient de façon très spécifique avec la protéine G du 
virus Nipah. Des analyses supplémentaires en utilisant de la protéine G recombinante 




De façon similaire à ce qui a déjà pu être montré pour le VIH-1 (Mondor et al, 1998), 
l’interaction entre la protéine G du virus Nipah est particulièrement spécifique des HS et ne 
s’applique pas à d’autres composés GAGs sulfatés tels les Chondroïtines Sulfates (CS) ou les 
Dermatanes Sulfates (DS). Ceci suggère que les interactions démontrées vont bien au-delà 
de la simple interaction ionique liée à la présence de nombreux groupements sulfates sur la 
structure commune de ces GAGs. Il est par ailleurs tout à fait plausible que plusieurs sites 
d’interactions soient impliqués. En effet, dans le cas des papillomavirus, il a été démontré 
récemment que c’est un engagement séquentiel de 3 sites de fixation aux HS qui permet 
l’attachement viral, l’interaction avec le récepteur d’entrée et l’entrée du virus au sein de la 
cellule (Richards et al, 2013). Dans le cas du virus de la varicelle, il a été montré que les HS 
permettaient une stabilisation du virus à l’origine d’une meilleure accessibilité au récepteur 
d’entrée (Zhu et al, 1995). Ainsi, les HS pourraient jouer un rôle similaire dans le cadre d’une 
infection aux Henipavirus en favorisant le contact du virus avec son récepteur EFN-B2 ou B3 
et dans la stabilisation de l’interaction virus / récepteur d’entrée (tels que montré dans la 
Figure 31 A.). 
 
Figure 31 : Modèle d’action de l’héparine sur les Henipavirus et leurs récepteurs EFN-B2 et 
B3. 
Au cours de ces travaux, nous avons pu mettre en évidence que l’héparine était 
capable d’inhiber le phénomène de trans-infection in vitro. Grâce à sa structure très proche 
de celle des HS et ses nombreux groupements sulfates négativement chargés, l’héparine 
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pourrait se lier aux virus avec une meilleure affinité et agir en tant qu’inhibiteur compétitif 
de l’interaction virus / HS. En plus de ses capacités d’inhibition de la trans-infection, nous 
avons aussi pu montrer que l’héparine est capable de réduire une infection directe (in cis) 
des cellules sensibles. Nos études par résonance de plasmons de surface ainsi que des 
données récentes de la littérature (Holen et al, 2010) suggèrent que cette capacité pourrait 
être liée à des interactions entre l’héparine et EFN-B3, un des récepteurs d’entrée du virus 
Nipah. Ces résultats nous permettent de compléter le modèle proposé. L’héparine agirait 
donc sur trois tableaux que sont : la limitation de la trans-infection par inhibition compétitive 
de l’attachement du virus sur les HS des cellules non-permissives circulantes et la 
déstabilisation du complexe virus / récepteur d’entrée en agissant à la fois sur la protéine 
d’attachement du virus et sur le récepteur EFN-B3. 
Bien que particulièrement efficace in vitro, l’utilisation de l’héparine dans le cadre 
d’un traitement in vivo reste un challenge d’envergure. En effet, cette molécule présente, 
d’une part, une activité anticoagulante bien connue dont les effets sur un organisme infecté 
par un virus cytolytique s’attaquant aux cellules de l’endothélium vasculaire pourraient être 
particulièrement délétères et, d’autre part, une pharmacocinétique et pharmacodynamie 
(PK/PD) difficile à contrôler tant la demi-vie est courte et les interactions aspécifiques sont 
nombreuses. Pour répondre à ces challenges, notre collaborateur a pu synthétiser une 
héparine dépourvue d’activité anticoagulante grâce à une modification induite par une 
oxydation au periodate. Concernant les aspects PK/PD, nous avons fait le choix de mettre au 
point un schéma thérapeutique nous permettant de tester des doses élevées sur une base 
journalière. 
Comme expliqué précédemment, l’héparine est une molécule capable d’interagir 
avec un très grand nombre de protéines. Ainsi, en plus de son action sur la progression 
virale, l’héparine est aussi capable de modifier le contexte inflammatoire des zones 
d’infection en se liant à de nombreuses cytokines de l’inflammation. Parmi celles-ci, la 
chimiokine CXCL10 (Ranjbaran et al, 2006) est connue pour être un facteur particulièrement 
important dans le cadre d’une infection par les Henipavirus (Mathieu, Guillaume, Sabine, et 
al, 2012) et qui permet le recrutement des monocytes / macrophages, lymphocytes T et 
cellules NK. De plus, l’héparine, connue pour ses propriétés électronégatives liées à la 
présence de nombreux groupements sulfates, pourrait empêcher la fixation des leucocytes 
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sur l’endothélium en se fixant à un grand nombre de molécules d’adhésion telles que les 
sélectines (Koenig et al, 1998) ou CD11b/MAC1 (Salas et al, 2000). Enfin, il a aussi été 
montré que des molécules dérivées de l’héparine étaient capables de stabiliser la barrière 
endothéliale (Urbinati et al, 2008) et empêcher le passage des virus, anticorps et cellules 
effectrices de l’immunité à travers la barrière hémato-encéphalique (Bobardt et al, 2004). 
Ces processus annexes pourraient aussi expliquer les résultats obtenus in vivo dans 
l’amélioration des conditions de survie des individus traités. 
L’inhibition de l’infection aux Henipavirus par l’héparine in vitro et, dans une moindre 
mesure, in vivo permet donc d’envisager l’utilisation de cette molécule en tant qu’antiviral. 
Cependant, avant d’en envisager l’utilisation clinique, de nombreuses améliorations restent 
à faire et il semble important d’identifier les moyens d’accroître les effets de l’héparine in 
vivo. Par exemple, la molécule PI-88, un analogue des HS beaucoup plus stable que 
l’héparine, fait preuve d’effets bénéfiques significatifs sur l’infection par le virus de la 
dengue et des flavivirus à encéphalites (Lee et al, 2006, p.-88). Ainsi, pour améliorer les 
effets thérapeutiques observés avec l’héparine, il conviendrait de tester des dérivés avec 
une structure analogue aux HS ou à l’héparine, mais dont la demi-vie est augmentée in vivo, 
dépourvus d’activité anticoagulante et avec une affinité potentiellement plus élevée à la 
protéine G des Henipavirus, tels que le PI-88 ou des dérivés de polysaccharides K5 
d’Escherichia coli (Cagno et al, 2014). Cette preuve de concept ouvre donc la voie à de 
nouvelles approches thérapeutiques basées par exemple sur l’utilisation d’héparine ou de 
ses dérivés en co-traitement afin de ralentir la progression virale. Elle permet aussi 
d’envisager des approches de métaphylaxie dans le cas d’épizooties, comme celles ayant eu 
lieu chez le porc en Malaisie avec le virus Nipah ou le cheval en Australie avec le virus 
Hendra, en traitant l’intégralité du cheptel avant même l’apparition des signes cliniques, à 
partir du moment où le seuil épizootique est franchi. 
D’une façon plus générale, cet axe de recherche révèle une nouvelle interaction entre 
les HS et les Henipavirus. Cette interaction joue un rôle important dans l’infection des 
cellules cibles du virus mais aussi dans sa dissémination au sein de l’organisme, en 
permettant sa fixation sur des cellules non-permissives qui vont agir en tant que cargo pour 
disséminer le virus de façon rapide et efficace via le flux sanguin. Néanmoins, si ces résultats 
nous éclairent sur la séquence de dissémination du virus au sein de l’organisme, il reste 
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toujours à déterminer comment le système immunitaire de l’hôte prend en charge 
l’infection par les Henipavirus. 
II. Axe 2 : Etude de la pathogénèse des Henipavirus chez la 
souris 
Pour étudier le rôle du système immunitaire dans le cadre d’une infection par les 
Henipavirus, nous avons tiré parti du fait que la souris possède les récepteurs nécessaires à 
l’infection par les Henipavirus et que son système immunitaire est capable de se débarrasser 
du virus en l’espace de quelques jours, ce qui n’est pas le cas des modèles habituels. En 
utilisant des approches de génie génétique, il est possible d’éliminer certains gènes 
impliqués dans la réponse immunitaire de la souris (génération de souris Knock-Out (KO)). En 
utilisant cette approche, on peut alors identifier les facteurs nécessaires à l’élimination du 
virus et donc à la survie des souris. 
Nous nous sommes tout d’abord penchés sur le rôle de l’immunité innée, et tout 
particulièrement sur le rôle de l’interféron de type I (IFN-I), dans la réponse à l’infection par 
les Henipavirus. En effet, l’IFN-I possède un effet antiviral à plusieurs échelles en induisant 
l’expression de gènes antiviraux dans la cellule ou en augmentant l’activité des cellules 
présentatrices d’antigènes ou des lymphocytes. L’IFN-I intervient dans la défense de 
nombreuses populations cellulaires. Pour les neurones et les astrocytes, l’IFN-I aurait un 
effet protecteur à la fois vis-à-vis du virus mais aussi de l’inflammation qu’il provoque, en 
agissant notamment sur la voie NF-κB (Yang et al, 2000).  
Nous avons pu montrer qu’une signalisation efficace de l’IFN-I est nécessaire à la 
survie des souris suite à une infection par les Henipavirus. Il est tout à fait envisageable que 
les mécanismes de neuroinvasion liés à la transmission du virus par la voie systémique ou 
par un transport axonal rétrograde soient amplifiés en l’absence du récepteur IFNAR, 
comme c’est le cas pour le virus de polio (Lancaster et Pfeiffer, 2010). On retrouve le même 
phénotype pour de nombreux autres virus neurotropiques à ARN, dont le virus de la 
stomatite vésiculeuse (Detje et al, 2009), le virus de la rougeole (Mrkic et al, 1998), les 
coronavirus neurotropiques (Ireland et al, 2008) ou le virus du Nil occidental (Samuel et 
Diamond, 2005), où l’infection de souris IFNAR KO conduit à une mortalité exacerbée. Nos 
études font apparaitre le même type de résultats. Les virus Nipah et Hendra sont tous deux 
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capables de se disséminer rapidement dans tout l’organisme une fois injectés par voie 
intrapéritonéale chez la souris IFNAR KO. Ils atteignent alors le cerveau où ils induisent les 
signes neurologiques à l’origine du décès des individus. De façon similaire à ce qui a été 
observé chez l’homme (Wong et al, 2009; Wong et al, 2002b), on note chez les souris IFNAR 
KO infectées une infection du parenchyme cérébral, une méningite, de la gliose, et de la 
vascularite. Les études histopathologiques ont aussi permis de mettre en évidence des 
hémorragies, une forte vascularite et inflammation généralisées dans de nombreux organes. 
Ces résultats sont cohérents avec ceux observés chez le modèle de référence, le hamster 
doré (Wong et al, 2003), bien que la dose léthale 50 (LD50) soit bien plus élevée chez la 
souris. Bien que les souris IFNAR-KO ne présentent pas un système immunitaire identique à 
celui des souris sauvages, à cause de leur inaptitude à réagir à l’IFN-I, elles sont capables de 
mettre en place une réponse immunitaire adaptative efficace, comme en témoigne la 
production d’anticorps neutralisants chez les souris IFNAR KO ayant survécu. Par ailleurs, ces 
souris ont déjà été utilisées à de nombreuses reprises dans l’évaluation de vaccins contre la 
dengue (Brandler et al, 2007), le SRAS (Liniger et al, 2008) ou le virus du Nil occidental 
(Despres et al, 2005). 
Pour développer notre compréhension des mécanismes immunitaires mis en jeu lors 
d’une infection par les Henipavirus chez la souris, nous avons voulu identifier d’autres 
éléments critiques de la réponse immunitaire de la souris, indispensables à sa survie suite à 
l’injection d’une forte dose de virus par voie intrapéritonéale. Nous avons donc pu mettre en 
évidence l’importance des macrophages, dont les macrophages CD169+ qui permettent la 
détection précoce du virus, mais aussi celles des lymphocytes, plus particulièrement des 
lymphocytes T, qui permettent l’élimination définitive du virus. 
De nombreuses études utilisant une approche similaire de déplétion des 
macrophages par des liposomes au clodronate ont montré l’importance de ces cellules lors 
d’une infection virale. Dans le cas du virus de la dengue, les macrophages jouent un rôle 
dual, car ils servent à la fois à répliquer le virus et à le contrôler. Une déplétion n’a alors que 
peu d’effet (Fink et al, 2009). Mais dans le cas d’un virus dont le tropisme ne touche pas les 
macrophages (ce qui est le cas des Henipavirus), le virus West Nile par exemple, la mortalité 
est exacerbée et accélérée lorsque les macrophages ont été détruits par l’action du 
clodronate (Purtha et al, 2008; Ben-Nathan et al, 1996). Lors de l’injection du virus dans le 
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péritoine, la première population cellulaire de l’immunité qu’il rencontre est essentiellement 
constituée de macrophages péritonéaux. Peu d’études s’attardent néanmoins sur le rôle de 
ces macrophages. Ils semblent jouer un rôle majeur dans les premières étapes de l’infection 
en tant qu’effecteurs directs de l’immunité innée (grâce à leur grande capacité 
phagocytique) mais ne permettent probablement pas à eux seuls de juguler l’infection. En 
effet, quelques minutes seulement après son inoculation (Nossal et al, 1968), le virus va être 
drainé par le système lymphatique jusqu’aux nœuds lymphatiques et arriver dans la zone 
sous capsulaire de cet organe. Dans cette zone, se trouvent des macrophages résidents, 
caractérisés par l’expression du marqueur CD169, dont la spécialité est la capture des 
antigènes particulaires (dont les virus) qui arrivent par voie lymphatique (Kuka et Iannacone, 
2014). Ces macrophages sont capables d’un grand nombre de processus immunitaires aussi 
bien innés, avec la sécrétion massive d’interférons, qu’adaptatifs, avec l’activation des 
lymphocytes B et T de façon directe ou indirecte. La plupart des études s’accordent sur le 
fait que ce sont ces macrophages qui vont jouer un rôle majeur dans la suite du processus 
immunitaire antiviral. Une étude de la bibliographie sur le sujet fait apparaitre trois voies 
majeures d’action des macrophages sous-capsulaires.  
Le premier révèle le rôle de ces macrophages dans l’initiation de la réponse innée au 
sein du nœud lymphatique. En effet, ils sont capables de sécréter de grandes quantités 
d’IFN-I qui vont protéger les cellules environnantes en les mettant dans un état antiviral 
(Iannacone et al, 2010). Cette sécrétion massive est à l’origine du recrutement d’autres 
cellules de l’immunité innée telles que les cellules dendritiques plasmacytoïdes (Iannacone 
et al, 2010) ou des cellules de la famille des cellules lymphoïdes innées (iLC) comme les 
cellules NK (Garcia et al, 2012), notamment via la sécrétion d’IFN-γ. Néanmoins, nous 
n’avons pas pu mettre en évidence un rôle particulier de ces cellules dans la survie des souris 
à l’infection aux Henipavirus. En revanche, les résultats de survie observés chez les souris 
RAG2 cγ KO, en comparaison aux souris RAG2 KO, suggèrent tout de même un rôle des iLC. 
La littérature présente plusieurs occurrences sur le rôle des macrophages sous-capsulaires 
dans l’activation des cellules iNKT (invariant natural killer T cells) (Barral et al, 2010; 
Kawasaki et al, 2013). D’autres études insistent plus particulièrement sur la localisation 
topographique des macrophages sous-capsulaires et leurs interactions importantes avec les 
cellules lymphoïdes innées sous le contrôle de l’IL-17 (Gray et al, 2012) ou de l’IL-18 
(Kastenmüller et al, 2012). Le rôle de ces cellules dans le cadre d’une infection par les 
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Henipavirus chez la souris ne peut donc pas être écarté et facilite très certainement la survie 
des individus infectés. 
Le deuxième axe sur lequel les macrophages CD169+ jouent un rôle est celui de 
l’activation des lymphocytes B. Ils sont en effet capables de capturer le virus arrivant par la 
lymphe, de le répliquer et d’en présenter les antigènes aux lymphocytes B présents dans les 
follicules sous-jacents. Plusieurs études basées sur l’utilisation du virus de la stomatite 
vésiculeuse (VSV) démontrent que suite à une injection sous-cutanée du virus, celui-ci se 
retrouve capturé par les macrophages sous-capsulaires en moins de 5 minutes (Junt et al, 
2007; Phan et al, 2009; Martinez-Pomares et Gordon, 2012). Ils sont alors capables de 
présenter les antigènes viraux aux lymphocytes B et de les activer. En moins de 6 heures 
après l’infection, les lymphocytes B avaient migré dans la zone d’interface B/T du nœud 
lymphatique pour y subir leur changement de classe sous l’action des lymphocytes T CD4+ 
(Junt et al, 2007). Néanmoins le rôle des macrophages sous-capsulaires dans l’initiation et 
l’affinage de la réponse humorale reste à éclaircir et fait toujours l’objet de controverses 
entre les spécialistes du sujet (Kuka et Iannacone, 2014). Dans le cas d’une infection aux 
Henipavirus chez la souris, les lymphocytes B ne semblent pas jouer de rôle majeur dans la 
réponse immunitaire puisque les souris μMT KO (dépourvues de lymphocytes B) survivent à 
l’infection. Ces résultats apparaissent comme contradictoires avec une étude qui montre 
que les lymphotoxines produites par les lymphocytes B sont essentielles au maintien des 
macrophages sous-capsulaires et que les souris μMT possèdent 10 fois moins de ces cellules. 
Le phénotype de ces macrophages chez la souris μMT seraient par ailleurs légèrement 
différent (Phan et al, 2009). Néanmoins, une étude plus récente constate que ce défaut 
quantitatif et qualitatif ne remet pas en cause les capacités de filtration et de présentation 
du virus (Moseman et al, 2012). La mortalité observée est plutôt liée à l’incapacité du virus 
de se répliquer au sein de ces macrophages, évènement démontré comme indispensable à la 
survie des souris (Honke et al, 2012). Dans ce contexte, on peut aussi se poser la question du 
rôle de la protéine Usp18 qui va empêcher la signalisation de la voie JAK/STAT à l’origine de 
la synthèse de protéines antivirales et donc permettre l’infection des macrophages CD169+ 
(Ritchie et al, 2004). Conformément à nos observations sur le virus Nipah, l’étude de 
Moseman et al. prouve aussi que l’immunité humorale seule n’est pas indispensable à la 
survie des animaux. 
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Le troisième et dernier axe d’action des macrophages sous-capsulaires sur la réponse 
immunitaire concerne la réponse adaptative cellulaire. En effet, les macrophages CD169+ 
sont impliqués dans l’activation des lymphocytes T CD8+ à travers au moins deux 
mécanismes différents : la présentation croisée d’antigènes par les cellules dendritiques 
CD8α+ dans la rate et la présentation directe des antigènes aux lymphocytes T CD8+. Les 
mécanismes mis en jeu lors de ces présentations directe ou indirecte ne sont pas encore 
bien connus. Néanmoins, la communauté scientifique s’accorde sur le fait que les 
macrophages CD169+ sont capables d’internaliser, de préparer et de présenter les antigènes 
via le CMH-I (Martinez-Pomares et Gordon, 2012). La présentation croisée par les cellules 
dendritiques CD8α+ conduirait préférentiellement à l’activation des lymphocytes T CD8+ 
cytotoxiques (Backer et al, 2010) plutôt que des CD4+. Les macrophages sous-capsulaires 
seraient aussi capables de présenter l’antigène directement auprès des lymphocytes T. Cela 
a pu être montré dans le cadre de l’immunité anti-tumorale (Asano et al, 2011) et la 
présentation directe via le CMH-I d’antigènes viraux capables d’infecter ces macrophages 
reste une hypothèse probable (Kuka et Iannacone, 2014). Néanmoins ce sujet fait toujours 
débat au sein de la communauté scientifique et plusieurs publications révèlent que les 
macrophages CD169+ sont essentiels dans la capture des particules virales mais ne sont pas 
indispensables pour le développement d’une réponse T spécifique contre le virus du Nil 
Occidental (Winkelmann et al, 2014) ou contre Listeria monocytogenes (Aichele et al, 2003). 
Dans le cas de l’infection des souris par le virus Nipah, nous avons pu montrer le rôle crucial 
des lymphocytes T dans la survie des souris. Néanmoins le rôle direct des macrophages 
CD169+ sur leur activation reste à démontrer. 
En conclusion sur cette partie, on peut dire que les macrophages CD169+ jouent bien 
un rôle décisif dans la physiopathologie de l’infection par le virus Nipah chez la souris (des 
expériences préliminaires de déplétion spécifique de ces cellules le prouvent). En agissant à 
l’interface de l’immunité innée et adaptative, dans les toutes premières phases de 
l’infection, le comportement de ces cellules va fortement influencer l’issue de l’infection. 
C’est donc en véritable chefs d’orchestres de l’immunité qu’elles vont non seulement être 
des acteurs de l’immunité innée mais aussi coordonner le recrutement des autres 
populations impliquées dans la réponse immunitaire adaptative. 
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III. Axe 3 : Perturbation des voies de signalisation de l’immunité 
innée par les protéines non structurales des Henipavirus 
NF-κB est le principal régulateur de la réponse inflammatoire (Oeckinghaus et al, 
2011) mais peu de données sont disponibles quant aux effets éventuels des protéines non 
structurales du virus Nipah sur ces voies. Certaines études de notre équipe suggèrent 
l’importance de la protéine C dans la régulation des voies de signalisation de NF-κB 
(Mathieu, Guillaume, Volchkova, et al, 2012a) et l’étude de la modulation de ces voies 
semble particulièrement intéressante pour mieux comprendre la réponse immunitaire et 
inflammatoire associée à une infection par les Henipavirus. De plus, les protéines non 
structurales des paramyxovirus sont connues pour interagir avec les cascades de 
signalisation de l’immunité innée (Audsley, 2013). Tous ces éléments amènent à explorer les 
effets des protéines non structurales du virus Nipah sur les cascades de signalisation de NF-
κB.  
Les différences de production des protéines non structurales, en contexte d’infection 
et en contexte de transfection (Virtue et al, 2011), montrent l’importance de rechercher 
dans un premier temps les effets de l’infection du virus Nipah sur les voies de signalisation 
étudiées. Ainsi, les résultats obtenus en contexte de transfection sont à considérer avec 
précaution car ils ne reflètent pas toujours la réalité physiologique (Schuhmann et al, 2011; 
Vijayan et al, 2014). En effet, il a été montré que le niveau d’expression des protéines non 
structurales est différent en contexte d’infection par rapport au contexte de transfection 
(Virtue et al, 2011) et que toutes les protéines non structurales n’ont pas le même niveau 
d’expression en contexte d’infection (Lo et al, 2009). La cinétique d’expression des protéines 
non structurales doit également être prise en compte : une activation et une répression des 
voies de signalisation peuvent être observées à différents temps de l’infection de la cellule 
par un même virus (Vijayan et al, 2014). Enfin, la nécessité d’une action conjointe des 
différentes protéines non structurales du virus Nipah dans la perturbation des voies de 
signalisation ne peut pas être exclue.  
L’interprétation des résultats de PCA n’est pas toujours évidente car le seuil de 3,5 a 
été déterminé dans un contexte expérimental donné (Cassonnet et al, 2011) et est donc à 
considérer avec précaution. Nonobstant, l’interaction, déjà décrite par co-
immunoprécipitation entre la protéine C du virus Nipah et la protéine IKKα (Yamaguchi et al, 
165 
 
2014), semble être confirmée (Figure 30. A). Dans le cas de l’interaction entre les protéines C 
et IKKα couplée à la sous-unité glu1 en partie C-terminale, le NLR obtenu est diminué 
(résultats non présentés). On peut avancer les hypothèses suivantes : dans cette 
conformation, les sous-unités glu se trouvent trop éloignées pour rétablir leur activité ou 
que la partie C-terminale d’IKKα est nécessaire à une interaction efficace avec la protéine C. 
On peut envisager que les résultats hétérogènes obtenus pour les interactions de P et V avec 
IKKβ suggèrent plutôt une interaction indirecte via la protéine IKKγ, avec laquelle les NLR 
obtenus sont très élevés pour ces deux protéines non structurales. En effet, la présence des 
protéines endogènes, dans la cellule, autorise à envisager la formation de complexes 
permettant le rapprochement des protéines transfectées (par exemple un complexe glu1-
IKKβ – IKKγ - glu2-NiV P).  
L’hypothèse peut être posée que la protéine C module la voie non canonique de NF-
κB puisqu’elle interagit avec IKKα et que les protéines P, V et W modulent la voie canonique 
de NF-κB via IKKγ (propriétés partagées du fait de leur partie N-terminale commune) (Figure 
32). La distribution cellulaire de la protéine W dans les cellules épithéliales est nucléaire (Lo 
et al, 2009), mais il est possible qu’en contexte de transfection, la protéine W se retrouve 
également dans le cytoplasme. Une interaction entre la protéine W du virus Nipah et la 
protéine IKKγ n’est pas dénuée de sens, dans la mesure où la distribution cytoplasmique de 
W a été décrite dans des cellules endothéliales (Lo et al, 2010). Néanmoins, l’existence de 
partenaires nucléaires à la protéine W, pouvant expliquer ses effets sur les voies de NF-κB 
et/ou d’AP1, n’est pas à écarter. D’une façon générale, il est possible que les protéines non 
structurales du virus Nipah interagissent avec d’autres protéines des cascades de 




Figure 32 : Représentation simplifiée de l’activation du promoteur ELAM par les voies 
de NF-κB (canonique et non canonique) et la voie d’AP1 (Activator protein 1), ainsi que les 
niveaux d’action supposés des protéines non structurales du virus Nipah dans ces voies. 
Cette méthodologie nous a donc permis de suggérer le rôle des protéines non-
structurales du virus Nipah sur les voies de signalisation NF-κB chez l’homme. Elle révèle un 
grand nombre de pistes intéressantes dont l’exploitation pourrait conduire à une meilleure 
caractérisation de la réponse immunitaire innée. 
Bien que les récepteurs d’entrée du virus soient extrêmement bien conservés d’une 
espèce à l’autre, les grandes différences de pathogénie que l’on observe par exemple entre 
l’homme, particulièrement sensible, et la souris, qui élimine très rapidement le virus sans en 
éprouver les symptômes, reste à l’heure actuelle un mystère. Nous avons montré 
précédemment l’importance du système immunitaire inné dans la prise en charge de 
l’infection par l’hôte. Une des hypothèses que nous avançons est que la différence de 
167 
 
pathogénie observée entre les espèces pourrait résulter, au moins partiellement, de 
différences d’interaction entre les protéines virales et les protéines impliquées dans les 
cascades de signalisation de l’immunité innée de l’hôte. En effet, ces interactions hôtes – 
pathogènes peuvent se révéler tout à fait différentes chez deux espèces éloignées comme 
l’homme et la souris et dont les protéines d’intérêt ne présentent que peu d’homologie.  
Tableau 5 : Pourcentage d’homologie des protéines de l’immunité innée entre 




IKKα 95,436 % 
IKKβ 20,995 % 
IKKγ 86,635 % 
IKKε 82,476 % 
TBK1 94,102 % 
STAT1 92,267 % 
STAT2 64,232 % 
IRF3 70,492 % 
IRF7 61,188 % 
IRF9 67,407 % 
L’expertise développée par notre laboratoire sur la technique de test de 
complémentation protéique en cellules de mammifères basée sur la reconstruction de 
l’activité de la luciférase Gaussia princeps nous permet de cribler les interactions entre les 
protéines non-structurales du virus Nipah et un bon nombre de protéines des voies de 
signalisations TLR/RLR, Jak/STAT et NF-κB, impliquées dans l’immunité innée, chez l’homme 
et la souris. En outre, ces expériences pourront être menées aussi pour comparer les 
interactions protéiques chez l’hôte réservoir asymptomatique, la chauve-souris frugivore, 
afin de voir si ces différences peuvent expliquer la capacité des chauves-souris à héberger le 
virus sans en subir les conséquences cliniques. Ces travaux préliminaires ne sont pas 






En conclusion, les Henipavirus représentent un enjeu important pour les années à 
venir et la recherche sur ces virus doit nous permettre d’être prêt à faire face à ces fléaux, 
aussi bien à la suite d’une pandémie internationale que d’une attaque bioterroriste.  
L’étude du comportement du virus avec les Héparanes sulfates nous a permis de 
mieux caractériser un mode de dissémination important du virus au sein de l’organisme. En 
outre, ces études nous permettent d’envisager l’optimisation de ces composés pour une 
application clinique à visée prophylactique tout particulièrement. Etant donné le mécanisme 
d’inhibition compétitif des composés glyco-amino-glycanes sur le virus, l’utilisation de ceux-
ci en complément d’un autre traitement pourrait présenter des aspects synergétiques 
intéressants.  
L’avancée des savoirs passe, en virologie, par l’utilisation de modèles animaux fiables 
et exploitables aussi bien sur le plan clinique que microscopique et fonctionnel. Les modèles 
souris présentés sont donc de nouveaux modèles prometteurs dont l’utilisation permettra 
d’approfondir les connaissances sur la physiopathologie des Henipavirus et les relations 
hôte-pathogène. Ils ont déjà permis de mettre en évidence le rôle clé de l’interféron de type-
I et des lymphocytes T ainsi que des macrophages CD169+. Ces nouveaux modèles murins 
possèdent aussi de nombreux avantages par rapport aux modèles animaux existants pour 
l’étude des Henipavirus. En effet, ils fournissent des animaux dont le fond génétique est 
contrôlé, dont la manipulation est facile et qui peuvent être utilisés avec un coût financier et 
éthique raisonnable. Enfin, l’utilisation de certains de ces modèles est envisageable pour 
l’étude et la découverte de nouveaux traitements prophylactiques et thérapeutiques ainsi 
que pour le criblage de candidats médicaments et vaccins potentiels. 
L’étude du comportement viral à l’échelle de l’organisme est indispensable pour 
comprendre les dynamiques immunitaires qui entrent en jeu lors d’une infection virale. 
Néanmoins, à l’échelle moléculaire, de nombreux phénomènes peuvent aussi participer à 
l’expression de la maladie sous une forme plus ou moins grave. Ainsi, l’étude de l’effet du 
virus Nipah sur la voie de signalisation NF-κB a permis de montrer que le virus est capable de 
perturber cette voie fondamentale à l’origine de l’initialisation d’une réponse immunitaire 
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III. Annexe 3 : Chapitre sur les Henipavirus dans un ouvrage sur les 
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Auteur : DHONDT, Kévin, Pierre, Louis 
Résumé : Etude des mécanismes de haute pathogénicité des Henipavirus 
Les virus Nipah et Hendra sont des paramyxovirus zoonotiques émergents hautement 
pathogènes du genre Henipavirus. Ils sont capables d’infecter un large spectre d’hôtes incluant 
notamment la chauve-souris frugivore (réservoir naturel), le porc et l’homme. Etant donné leur très 
forte pathogénicité chez l’homme et en l’absence de traitements curatifs ou prophylactiques 
efficaces, ces virus doivent être manipulés dans un laboratoire de classe P4. Dans une première 
partie, nous étudierons les effets de composés glyco-amino-glycanes sur la dissémination des 
Henipavirus au sein de l’hôte ainsi que leur potentielle application en tant que traitement. Dans une 
seconde partie, nous attacherons à comprendre les interactions entre le système immunitaire de 
l’hôte et le virus. Afin de mieux étudier ces interactions, nous utiliserons une approche basée sur 
l’utilisation de souris déficientes pour certaines voies de l’immunité. En effet, bien que les récepteurs 
cellulaires au virus soient fonctionnels chez la souris, celle-ci est résistante à l’infection par voie 
intrapéritonéale. Nous avons analysé la susceptibilité au virus Nipah (NiV) de souris privées de 
différentes voies du système immunitaire inné et adaptatif. Les résultats obtenus permettent 
d’envisager certaines lignées de ces souris comme nouveaux modèles animaux pour l’étude de 
l’immunopathogénèse du NiV. Enfin, cette étude suggère que le système interféron de type I joue un 
rôle crucial dans la limitation de la propagation virale vers le cerveau et que les lymphocytes T sont 
nécessaires à la complète élimination du virus. Les macrophages jouent, quant à eux, un rôle central 
et indispensable, à l’interface entre système inné et adaptatif. Enfin, nous aborderons les prémices 
d’un projet visant à identifier les différences d’interactions au niveau moléculaire entre les protéines 
non-structurales du virus et les protéines du système immunitaire inné (particulièrement de la voie 
de signalisation de NF-κB) chez l’Homme et la souris afin de voir s’il se dégage des différences 
d’interactions pouvant expliquer les différences de pathogénie. Ces travaux ont donc permis de 
mieux caractériser les interactions entre le pathogène et le système immunitaire de l’hôte, de 
l’échelle moléculaire à l’échelle de l’organisme entier. Néanmoins, les mécanismes précis de ces 
interactions restent à élucider et permettront certainement de mieux comprendre la haute 
pathogénicité des Henipavirus. 
Abstract : Study of mecanisms of high pathogenicity of Henipaviruses 
Hendra and Nipah viruses are lethal zoonotic paramyxoviruses belonging to Henipavirus 
genus. They infect a wide range of mammals from its natural host, fruit bats, to humans. As they are 
highly pathogenic and as there are neither vaccines nor treatments, they require manipulation in 
BSL4-Laboratories. In this thesis, we first studied the role of glycoaminoglycans compounds on the 
dissemination of Henipaviruses within the host as well as their potential use in prophylaxis. Secondly, 
we tried to understand host/pathogen interactions in immunity. For this purpose, we took advantage 
of the fact that, despite they express the functional viral entry receptor, mice are resistant to 
Henipaviruses infection. So, we analyzed the susceptibility to Henipaviruses infection of different 
mice strains deleted for some immune pathways. Results revealed that type-I interferon and T cells 
are both critical to eradicate the virus. Macrophages were also identified as a key component of the 
immune response, orchestrating both innate and adaptive immunity. Finally, as type-I interferon was 
proved to be critical, we focused on molecular interactions between viral non structural proteins and 
proteins of the NF-κB signaling pathways, that are potent inducers of type-I interferon production. 
Altogether, these results helped to characterize interactions between the immune system and the 
pathogen, from molecular to full organism scale. However, the precise mecanisms of these 
interactions remain to be discovered and to help to a better understanding of the high pathogenicity 
of Henipaviruses. 
 
 
